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Der physiologische Abbau der Citronensiure. 
Vorlaufige Mitteilung. 


Von 


C. Martius und F. Knoop. 


(Aus dem Physiolog.-chem. Institut der Universitit Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Februar 1937.) 


Da oftenbar mehrfach iiber den Abbau der Citronensiiure 


' gearbeitet wird, méchten wir kurz mitteilen, da® wir glauben, im 
| ‘liibinger Institut den zugrundeliegenden Reaktionsmechanismus 
“® aufgefunden zu haben. 


Bei einer Uberlegung, wie rein chemisch betrachtet dieser 


| Abbau am einfachsten zu verstehen wire, liegt es am nichsten, 
'an eine Abspaltung von Ameisensiiure oder von Kohlensiure unter 
- Hawi Bildung der Acetondicarbonsiure zu denken. Die erstere Reaktion 
| wire keine Oxydation und ist physiologisch durch keine Analogie 
' mu belegen. Die zweite wiire eine Oxydation, die unter Anwendung 
— physiologischer Abbauregeln scheinbar besonders bestechend ist. 

“ —& Denken wir uns die Citronensiure I als eine carboxylierte 6-Oxy- 
| glutarsiiure, so wiirde das zentrale Kohlenstoffatom unter dem 


ry 10 _EKinfluB der beiden endstiindigen Carboxylgruppen nach dem 


Prinzip der #-Oxydation besonders leicht angreifbar erscheinen, 


| dazu unter der Kinwirkung der dritten Carboxylgruppe als eine 
| «-Oxysiure offenbar leicht in die entsprechende Ketonsiure iiber- 
' gehen. Beide Reaktionen aber sind in diesem Fall gebunden an 


ie Abspaltung von CO,. Es liegt ein tertiirer Alkohol vor, der 


-eben kein Keton bilden kann, ohne sich von dem einen Kohlen- 
| stotiatom zu trennen. Kine physiologische Analogiereaktion fiir 
| diese Komplikation ist nicht bekannt. — Auch die Carboxylase 
Schieb reagiert nur mit fertigen a-Ketonsiuren; und eine solche liegt 
eben hier nicht vor. So naheliegend also die Bildung von Aceton- 
_ dicarbonsiiure und Kohlensiure erscheint, so wenig liBt sich ein 


| Solcher Mechanismus durch physiologische Analogien belegen. 


Will man bekannte Oxydationsmechanismen zugrundelegen, 


| So ist es besser, die Citronensiiure als eine Hssigsiiure -substituierte 


Apfelsiiure zu betrachten. Die Apfelsiiure geht leicht in Fumar- 








TI Martius u. Knoop, Der physiologische Abbau der Citronensiiure, 


siure, diese in Oxalessigsiiure iiber. Das sind uns geliufige bio. 
chemische Vorginge, fiir die zudem die Fermente mehrfach unter. 


sucht sind. Gehen die gleichen Reaktionen hier vor sich, so ent. 
steht iiber die ungesiittigte Aconitsiiure II eine f-carboxylierte 
a-Ketoglutarsiure IV. Von der als Zwischenprodukt anzunehmendey 
[so-Citronensiure III hat schon Wagner-Jauregg angegebei 
und haben wir gefunden, da sie schneller verschwindet als 
COOH - CH, - COH - COOH > COOH+-CH=C-COOH 


| | 
I CH, - COOH I] CH, - COOII 


{ COOH - CHOH - CH - COOH COOH -CO- CH - |COO/}H 
wa | > | 
III CH, - COOH IV CH, - COOH 


die Citronensiure selber. Die gebildete Ketonsiure ist zugleich & 


eine #-Ketonséure und spaltet als substituierte Oxalessigsiure 


nach Wieland leicht das zur Carbonylgruppe in f  stehende 4 


Carboxyl ab. Damit entsteht «-Ketoglutarsiure, die nun leicht 
iiber Bernsteinsiure, Fumarsiure, Oxalessigsiiure zu Brenztrauben- 
siure abgebaut wird und damit AnschluB an die Oxydations. 
produkte der Kohlenhydrate und mehrerer Aminosiiuren findet. 
Bernstein- und Brenztraubensiure sind zudem als natiirliche Ab.- 


bauprodukte mehrfach aufgefunden worden, und ihre Entstehung ' 


findet auf diesem Wege eine Erklirung. 
Wir haben als Bestiitigung dieser Theorie bei der Eni- 
Do o 


wirkung von Leberdehydrasen aus 1 g Citronensiure 200 mg 


a-Ketoglutarsiure-dinitro-phenylhydrazon in reinem Zustande iso- 
lieren kénnen. Eime Erklirung fiir die Bildung dieser Substanz 


gibt der oben entwickelte Mechanismus. Eine andere Ableitune 
der isolierten Siure laBt sich kaum finden. Aber sie gibt de 
hier entwickelten Ableitung eine feste Stiitze, ja, sie scheint sic ft 


uns zu beweisen. 

Die niheren Daten folgen demniichst ausfihrlicher in dieser 
Zeitschrift. 

Wir haben wiederholt auf die groBe Bedeutung einer physio- 
logischen Reversibilitaét der biochemischen Reaktionen hingewiesen. 
Deshalb erscheint uns die Tatsache von Interesse, daB auf diesen 
Wege als intermediire Abbauprodukte auch die beiden Siuret 
auftreten, die sich nach unserer letzten Verdffentlichung?) so leicht 


wieder zu Citronensiure kondensieren: Oxalessigsiure und Brenz-& 


traubensijure. 


1) Diese Z. 242, I (1936). 
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Untersuchungen an Sterinen. 
Von 


Walter Stoll. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1936.) 


3. Uber die Toluolsulfosiureester gesattigter Sterine’). 


Bei der Bearbeitung der Sterine hat die Digitoninfallung von 
Windaus wertvolle Dienste geleistet zur Trennung epimerer 
Alkohole und zu ihrer Isolierung aus einem Gemisch mit Kohlen- 
wasserstoffen und Ketonen. Zahlreiche andere Alkohole geben 
auch Molekiilverbindungen mit Digitonin, wie z. B. das ac-Tetra- 
hydro-f-naphthol?); diese Verbindungen sind jedoch nicht so stabil 
wie die Digitonide der Sterine. Bei den Sterinen ist die Aus- 
fillung abhiingig von der Hydroxylgruppe und von der Art der 


| Substituenten. Die Hydroxylgruppe darf nicht verithert oder ver- 


estert sein, sie mu am C, stehen. Ferner ist ihre riumliche 
Anordnung wichtig, Cholestanol ist fillbar, epi-Cholestanol gibt 
keine Fallung. ‘Treten gréBere Substituenten in die Nahe der 
Hydroxylgruppe ein, so sind diese Sterine nicht mehr fillbar; als 
Beispiele seien angefiihrt das Cholesterin-6,7-dibromid*) und das 
Cholestan-4, 7-diolmonobenzoat‘). Kleinere Substituenten ver- 
hindern die Fallung nicht. Das 3,6-Cholestandiol, das Chole- 
sterinoxyd, das Ergosterinperoxyd und das Cholestan-6-on-3-ol 
bilden schwerer lésliche Digitonide®). Auch eine starke Veriinde- 
rung der Seitenkette verhindert die Bildung einer schwer lislichen 
Verbindung, wie Fernholz an dem Diphenyliathylenderivat zeigen 
konnte®*), Der Eintritt mehrerer Hydroxylgruppen diirfte die Lés- 
lichkeit der Komplexverbindung so weit erhéhen, daB keine Fillung 
mehr eintritt, das Cholestantriol gibt keine Fillung. Nur wenn 
die angefiihrten Bedingungen erfillt sind, kommt es zur Bildung 

1) Friihere Mitteilungen: Diese Z. 202, 232 (1931); 207, 147 (1932). 

*) Diese Z. 126, 301 (1923). 8) Diese Z. 192, 81 (1930). 

*) Diese Z. 115, 257 (1921). 

5) Fernholz, Diese Z. 232, 97—100 (1935). F. untersuchte die Digi- 
toninfaillung seiner Abbauprodukte erst auf eine Anfrage des Verfassers hin. 

5a) Anm. bei der Korrektur. Nach der soeben erschienenen Arbeit 
von Butenandt u. Fleischer [Ber. chem. Ges. 70, 96 (1937)) geniigt beim 
17-4°- Pregnenol-(3)-on-(20) eine Umlagerung an C,, um die Fillbarkeit mit 
Digitonin aufzuheben. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. l 








2 Walter Stoll, 


der schwer léslichen Molekiilverbindungen. Nach Schénheimer’) [ge is 
und nach Dimroth®?) soll weniger die sterische Beziehung zwischen F \uch 
der Hydroxylgruppe am ©, und dem Wasserstoff an C, maBgebend Byyeger 
sein als die Stellung der Hydroxylgruppe am C, zur Methylgruppe F 
an C,,; bei digitonin-fallbaren Sterinen soll eine cis-Stellung von F&terir 
Hydroxyl- und Methylgruppe vorliegen. Auch die Léslichkeit und FNach 
Spaltbarkeit der Digitonide ist sehr verschieden. Diese Komplex- Dnver 
verbindungen verdienen auch deshalb Interesse, da man sie als Stiga 
Modelle ansehen kann fiir Antigen und Antikérper. Ahnliche Biles e 
GesetzmiBigkeiten treten auch auf bei der Bildung von Additions- Bunter 
verbindungen in der Sterinreihe, die von Lettré eingehend unter- Beulfos 
sucht wurden"), die S 

In neuerer Zeit wird die Digitoninfallung direkt zur Kon- Pyabg 
figurationsbestimmung ausgewertet®*®). Man kann aus der Tat- Bxeine 
sache, daB mit Digitonin eine Fillung nicht eintritt, selbst bei Bxiure 
Sterinen keine wesentlichen SchluSfolgerungen ziehen. Von einem ' steriz 
steriniihnlichen Alkohol dagegen, der eine Digitoninfillung gibt, Bdurcl 
darf man annehmen, daB bei ihm die Hydroxylgruppe an C, steht Be 
und daB ihre riumliche Anordnung dieselbe ist wie beim Chole- —chole 
stanol und Koprosterin. Ob ein Alkohol der Cholestanreihe Jatom 
(trans-Dekalin) oder einer der Koprostanreihe (cis-Dekalin) vorliegt, J pind 











ist fiir die Digitoninfillung nicht sehr wesentlich. Pit 
Bei den interessanten Untersuchungen iiber chemische Kon- §(,,H 
stitution und physiologische Wirkung wurde bei den Sterinen und Ff halte 


ihren Abbauprodukten gefunden, daB die riumliche Stellung der 
Hydroxylgruppe auch fir die physiologische Wirksamkeit sehr 
wesentlich ist. So konnten Ruzicka und Mitarbeiter’) das epi- 
Cholestanol zu dem hochwirksamen natiirlichen Androsteron ab- 
bauen, wihrend das Abbauprodukt aus Cholestanol 7 mal weniger 
wirksam war. 

Bei der Darstellung des Vitamin D gelangt man zu Stoffen, 


die nicht mehr mit Digitonin fillbar sind. Es tritt auch keine J och 
Fallung ein, wenn man diese Kérper Reaktionen unterwirft, die — 

sonst zu faillbaren Produkten fiihren. Hier konnte man die Digi- § <este 

toninfillung nicht zu einer Konfigurationsbestimmung verwenden; ff &usk 

aer 

6) J. of Biol. Chem. 114, 567 (19386). Fund 


69) Ber. chem. Ges. 69, 1126 (1936). 
’) Liebigs Ann. 495, 41—60 (1932). 
8) Ruzicka, Helvet. chim. Acta 18, 668 (1935); Tschesche, Ber. chem. 
Ges. 69, 2443 (1936). 
%) Naturw. 23, 45 (1935). P73 (1 









































Untersuchungen an Sterinen. 3 


ner) ie ist, wie oben gezeigt wurde, von zu vielen Faktoren abhingig. 7 
chen Buch ein Abbau zu bekannten Gallensiuren ist in vielen Fillen 
bend hvegen Mangel an Material nicht durchfihrbar. 
uppe — Das Verhalten der Toluolsulfosiure-ester gesittigter epimerer 
Von B&terine scheint geeignet, leicht eine Unterscheidung vorzunehmen. 
und §Nach 2stiindigem Kochen mit Methylalkohol krystallisieren die 
plex- Bunverinderten Ester des Ergostanels, Cholestanols, Sitostanols und 
> als [FStigmastanols wieder aus). Die Ester des epi-Ergostanols und 
liche [Pes epi-Cholestanols zersetzen sich dagegen bei dieser Behandlung 
ons- uoter Bildung eines ungesittigten Kohlenwasserstoffs und ‘loluol- 
iter. Beulfosiure. Auch hier diirfte — wie bei der Digitoninfallung — 
‘die Stellung der Hydroxylgruppe an C, zur Methylgruppe an C,, 
fon- Bmabgebend sein. Die Stellung des Wasserstoffatoms an C, hat 
Tat- Ejeinen wesentlichen EinfluB auf das Verhalten der Toluolsulfo- 
bei Bsiure-ester, da die Ester des epi-Cholestanols und des epi-Kopro- 
nem [cterins sich gleichartig verhalten, obwohl diese beiden Sterine sich 
sibt, durch die Isomerie an ©, unterscheiden. 
teht | Aus dem Ester des epi-Cholestanols entsteht das Neo- 
ole- Bcholesten!) I. Bei der Siureabspaltung ist das eine Wasserstoff- 
elhe Batom an C, beteiligt, denn beim Neocholesten liegt die Doppel- 
egt, bindung zwischen C, und C,. Bei der Oxydation des Neocholestens 
rmit Ozon und nachheriger Brenz-reaktion wird das Brenzketon 


on- §(,,H,,O III der Dicarbonsiure aus Cholestanol (C,,H,,O,) II er- 
und § halten !°). 
der — CigHs, CieH;, Cy gH 50 
ehbr @ CH, /Y /¥/ —s < ist 
spi- ' ae a we ee at hal a 
c | HOOG | | | 
ab- | I | If | | | Ill 
ger & ‘ F HOOC | re | 
fa oe ye ee call 
en, § Aus dem Ester des epi-Ergostanols erhilt man ein bisher 
ine — 2och nicht beschriebenes Ergosten. 
die — Bei den friiher beschriebenen Versuchen wurde nur fest- 
gi- § estellt, ob nach 2 stiindigem Kochen die Ester wieder unverandert 
en; —f 2uskrystallisieren; dabei kann sich ein kleiner Teil zersetzt haben, 


)der in Lésung bleibt. Dies ist bei den Estern des Cholestanols 
‘und Ergostanols (Stigmastanol- und Sitostanolester wurden nicht 


**) Vel. 2. Mitteilung. 


m. & ) Mauthner, Mh. Chem. 30, 643 (1909). 
'2) Dissertation Schulze, Géttingen 1928, S. 20; Lettré, Diese Z, 221, 
P <3 (1938). 
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gepriift) tatsichlich der Fall und 1aBt sich leicht durch Titrati, 
der frei werdenden Siure erkennen. Bei den Estern der Digitonin 
fillbaren gesittigten Sterine findet langsam eine Atherbildung stat 
nach folgender Gleichung: 

R-0-S0,-C,H, + CH,OH —--> R-O-CH, + C,H,-SO,H 





pvenr 
Uber 
Y ach 
Das 


fF verg! 


Die Reaktionsgeschwindigkeit kann man durch Titration de 


frei werdenden Siure sehr gut bestimmen. 


Folgende beiden Werte wurden fiir die Reaktionsgeschwindi:. ; 
keit der Atherbildung aus den Toluolsulfosiureestern in siedenden]e 


Athylalkohol bestimmt. Iesg+10° 
Cholestanol ........ 0,46 
oo ee 


Hint 
pan ( 


In der Literatur findet man Angaben iiber die Atherbildung au 


Benzolsulfosiureestern bei 100°; sie seien zum Vergleich angefiihrt!’' F 


Benzolsulfosiiure-methylester mit Athylalkohol . . . 0,156+10? 
Benzolsulfosiure-iithylester mit Methylalkohol: . . . 0,113-10? 


Die Geschwindigkeit der Atherbildung bei den gesiittigteh 


Sterinen ist also bedeutend gréfer trotz der tieferen Temperatur 


Kin Vergleich zwischen den Sterinen und dem Vitamin D ise 


nicht méglich, da bei der Vitaminbildung eine Ringéffnung stat. 
findet**), Vorstehende Untersuchung zeigt nur Beziehungen 
zwischen gesittigten Sterinen. Die Sulfosiiureester der unfallbaren, 
gesiittigten Sterine bilden einen ungesittigten Kohlenwasserstof 


F teilun 
| Ester 
F stano 


; Schm 
Bbad § 


F nalig 
| Neoe’ 


und Sulfosiure, also eine Abspaltungsreaktion; die Ester defi 
Digitonin-fallbaren, gesittigten Sterine geben Ather und Sullfo- 
siure, also einen Substitutionsvorgang. Aus dem Verhalten def 


Sulfosiureesters eines gesittigten Sterins kann man also auf die 


Zuordnung zu der Cholestanol- oder epi-Cholestanolreihe schliefen. 
Fiir ein abnlich verschiedenes Verhalten epimerer Stoffe gilt 


ward 
a alkoh 
alkoh 


es bei den Sterinen folgendes Beispiel: «-3-Chlorcholestanon-t& 


spaltet leicht Salzsiure ab, wihrend das #-3-Chlorcholestanon-t 


sich unter sehr ihnlichen Bedingungen leicht zum 6-Cholestanon— 


reduzieren laBt, eine Substitutionsreaktion *). 


chlor 
" zeigte 


Bei den Toluolsulfosiiure-estern der «-Dekalole IV haber] 


Hiickel und Frank?®) auch eine unterschiedliche Reaktionsweise 


epimerer Alkohole gefunden. Die Siiureabspaltung findet nur statt § 


'8) Chem. Z. 1899, I, 1059; 1902, II, 86. 

4) Lettré, Z. angew. Chem. 47, 736 (1934). Neueste Formel: Windaus 
u. Thiele, Liebigs Ann. 521, 160 (1935). 

+) Windaus u. v. Staden, Ber. chem. Ges. 54, 1059 (1921); Lettre, 
Ber. chem. Ges. 68, 766 (1935). 6) Liebigs Ann. 477, 141, 154 (1930). 
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itratiofwenn die Hydroxylgruppe in cis-Stellung zum Alkylrest steht. In 
sitoninge U'bereinstimmung hiermit stehen die Konfigurationsbestimmungen 
ng stat nach Skita und v. Auwers?") bei der Reduktion der Ketone. 
Das Verhalten der a-Dekalole liBt sich nicht mit dem der Sterine 
F vergleichen, da bei den @-Dekalolen die benachbarte Gruppe von 
H OH 


wie 


a me, IV 













on der j 






























vindige | 
lenden 3 i 
EinfluB ist, bei den Sterinen aber die Stellung der Hydroxylgruppe 
‘an ©, zur Methylgruppe an C,,. 


ng au Versuche. 

ibrt Die Darstellung der Toluolsulfosiureester wurde in der zweiten Mit- 

2 ‘teilung kurz beschrieben; dort sind auch die analytischen Daten fiir die 

2 Ester des Ergostanols, Cholestanols und Sitostanols angegeben. Der Stigma- 

“a | stanol-p-toluolsulfosiure-ester schmilzt bei 148°. 

aiadid 4 epi-Cholestanol-p-toluolsulfosiureester. 

D is Der Ester wurde in der iiblichen Weise hergestellt. Nadeln aus Aceton. 
“EE Schmelzp. 124—125°. 

statt. 7 0,68 g wurden mit 80 ccm Methylalkohol 2 Stunden auf dem Wasser- 


ungel™® bad gekocht, die Liésung eingeengt. Beim Erkalten Nadeln, die nach mehr- 
paren, maligem Umkrystallisieren aus Ather—Alkohol bei 69° schmelzen und mit 


ial Neocholesten (4-2,3-Cholesten) keine Depression geben. 
dere 8,1 mg in 2 cem Chloroform, « = + 0,26°; 18°. [a], =+ 64°. 
Sul fo- Me Auch dieser Wert stimmt mit dem des Neocholestens iiberein. 
1 def epi-Ergostanol-p-toluolsulfosiureester. 
£ diel Wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Menge epi-Ergostanol **) 
oben te wurde der rohe Ester vom Schmelzp. 140—142° sofort 3 Stunden mit Methyl- 


© Ukohol wie oben gekocht und aufgearbeitet. Krystalle aus Ather—Methyl- 
S10UR alkohol, dann aus Aceton. Schmelzp. 79—80°. 


on- Fe Ein Mischschmelzpunkt mit einem Ergosten’), das aus «-Ergostenyl- 
on-i[— chlorid durch Reduktion mit Natrium und Amylalkohol dargestellt war, 
anor ““igte eine deutliche Depression. 


3,235 mg Subst.: 10,390 mg CO,, 3,580 mg H,0. 


ate Cusites Ber. C 87,41 H 12,59 Gef. C 87,51 H 12,39. 

veise & epi-Koprosterin-p-toluolsulfosiureester. 

tatt Auch von dem epi-Koprosterin standen nur geringe Mengen zur Ver- 
-tigung. Der Ester, einmal a s Aceton umkrystallisiert, schmolz bei 116 bis 
| 118°; mit epi-Koprosterin gab er eine Depression auf 98—100°. 


lau & ———— 

. 7 ) Skita, Ber. chem. Ges. 52, 1524 (1919); 53, 1792 (1920); v. Auwers, 
tre, @ “Liebigs Ann. 420, 21 (1919). 18) Reindel, Liebigs Ann. 466, 143 (1928). 
930). *) Heilbron, Spring u. Webster, J. Chem. Soc. 1932, 1705. 





6 Walter Stoll, 


Nach 2-stiindigem Kochen mit Methylalkohol Krystalle, die eine stark.” 
Liebermannsche Reaktion gaben. Der Sulfosiiureester gab keine Far).f > 


reaktion. Zu einer weiteren Untersuchung reichte das Material nicht 


Bei der Bestimmung der lReaktionsgeschwindigkeitskonstanten 


Atherbildung aus dem Cholestanol-p-toluolsulfosiureester wurden 0,8 g Ester 


in 100 cem siedenden Athylalkohol gegossen und je 20cem zur Titratio; 
mit n/10-Natronlauge entnommen. Die Halbwertszeit betrug 150 Minute: 
Da die Athoxylbestimmung oft schwieriger ist als eine Methoxylbestimmun: 


wurde ein anderer Teil des Cholestanolesters mit Methylalkohol mehren 


Stunden gekocht. Das dlige Reaktionsprodukt wurde analysiert. 
1.140 mg Subst.: 2,220 mg AgJ. 
Cas Ber. OCH, 7,71 Gef. OCH, 7,08. 


Bei dem Ergostanolester wurde die Reaktionsgeschwindigkeitskonstant 
in der gleichen Weise bestimmt; die Halbwertszeit betrug 157 Minuten. 


4. Uber die Sulfosiureester ungesattigter Sterine. 


In der zweiten Mitteilung wurde beschrieben, wie der Chole-§ 


steryl-p-toluolsulfosiureester beim Kochen mit Alkohol leicht in 
Cholesterylither iibergeht. Die schnelle Reaktionstaihigkeit wurd: 
auf die Doppelbindung zuriickgefiihrt und angenommen, daB diese 
in «,§- oder £,7-Stellung steht. In der vorstehenden Arbeit 
wurde gezeigt, daB die T'oluolsulfosiureester der Digitonin-fillbaren, 
gesittigten Sterine beim Kochen mit Alkohol in Ather iibergehen, 
Bei den Sulfosiureestern der Digitonin-fillbaren, ungesittigte 


Sterine liegen die Verhiltnisse nicht so einfach. Hier tritt dicf 


Bildung eines Kohlenwasserstofies unter Siureabspaltung in de: 
Vordergrund, wenn mehrere Doppelbindungen in der Nihe der 
Hydroxylgruppe sich befinden. So geben auBer dem Cholestery!- 
p-toluolsulfosiureester auch die Kster des Sitosterins, Ergosteno!s 
und des doppelt ungesittigten Stigmasterins leicht die ent- 
sprechenden Sterinither; beim Stigmasterin ist die zweite Doppel- 
bindung in der Seitenkette weit entfernt von der Hydroxylgrupy 
an ©,. Beim Ergosterin dagegen mit den 2 Doppelbindungen 
der Nahe der Hydroxylgruppe und der dritten Doppelbindung 1: 
der Seitenkette tritt eine Saureabspaltung ein unter Bildung vo: 
Ergotetraen’); es gelingt nicht, den Ester darzustellen. 
Wagner-Jauregg und Werner?) fanden, daB das Chole- 
sterylchlorid sich ihnlich verhilt wie der ‘Toluolsulfosiureeste: 
des Cholesterins. Da nach Ferns und Lapworth’) die Sulfo- 


') 1. Mitteilung: Diese Z. 202, 232 (1931) 
Diese Z. 213, 119 (1932). ) J. Chem. Soc, 101, 273 (1812). 
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) siureester wie Chloride reagieren, ist die Reaktionsfihigkeit des 
e Pari) Cholesterylchlorids gut verstindlich. Bei dem Sulfosdureester ist 
- i die Veritherung mit Methylalkohol bei 65° schon nach 1 Stunde 
ten def beendet, waihrend man das Cholesterylchlorid mit Alkohol 16 Stunden 
g¢ Este auf 125° erhitzen muB. 


1@ stark, a 


— Aus der Tatsache, daB das Cholestenon ein a, f-ungesiittigtes 
Inute; : . ° oe : : 
amine. Keton ist*), und aus der Reaktionsfahigkeit des Cholesterylchlorids 


nehrenf. und des Cholesteryl-p-toluolsulfosiureesters schlieBen Wagner- 
Jauregg und Werner, daf das Cholesterin ein «,f-ungesittigter 
Alkohol sei. Alle chemischen Versuche sprechen dagegen fiir eine 
8,y-Stellung der Doppelbindung zur Hydroxylgruppe'). Fiir das 


nstane[e. Cholestenon konnte Bonstedt®) zeigen, da es das Keton des 
fen. fF allo-Cholesterins ist. Das §,y-Cholestenon ist von Butenandt 


und Schmidt-Thomé’) beschrieben. Es lagert sich sehr leicht 
in @,8-Cholestenon am. 
Die Annahme von Wagner-Jauregg und Werner kann 


Vhole-B nicht richtig sein. Zunichst waren bisher noch keine Toluolsulfo- 
cht inf) siureester von «,@- und f,7-ungesittigten Alkoholen beschrieben. 
wurd? Man vergleicht auch am besten nicht die Ester der einzelnen 
- diese 7 ungesittigten Alkohole miteinander, Es diirfte richtiger sein, den 
Arbeit B) Sulfosiiureester des betreffenden ungesiittigten Alkohols in Be- 
baren.F ziechung zu bringen zu dem Ester des entsprechenden gesiittigten 
sehen.—F Alkohols. Schon in der vorigen Mitteilung ist gezeigt, daB die 
tigtex fF Bildung des Cholestyl-iithylithers bedeutend rascher verliuft als 
tt dieB die des Diiithylithers; es bestehen also schon bei den Estern 
l det | gesittigter Alkohole erhebliche Unterschiede. 
> der Von #,v-ungesittigten Alkoholen sind wenige bekannt. Es 
tery!- wurden die p-Toluolsulfosiureester des ac-Tetrahydro-/-naph- 
enol § thols J, des cis-trans-o-Cyclohexenyl-cyclohexanols IT und des Iso- 
ent- pulegols Il] hergestellt und untersucht. 
ppel- ° H OH CH, 
"Phe ASN a om, 
mig | | | '~OH U III | 
io |] I Hi 
"Yo — a - \~S0H 
CH,—-C==CH, 
hole- F Von diesen drei Sulfosiureestern sowie von denen des Chole- 
aster fF sterins, Sitosterins und Stigmasterins wurde die Reaktions- 
ulfo- 


*) Menschick, Page u. Bossert, Liebigs Ann. 495, 225 (1932). 
5) Windaus, Diese Z. 213, 147 (1932); Lettré, Diese Z. 221, 73 (1933). 
6) Diese Z. 214, 173 (1932). 7) Ber. chem. Ges. 69, 882 (1936). 
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geschwindigkeitskonstante mit siedendem Athylalkohol bei 78° 
bestimmt und folgende Werte gefunden: 


p-Toluolsulfosiureester: kz, + 10° 
ac-Tetrahydro-f-naphthol®) ........ 2 
cis-trans-o-Cyclohexenyl-cyclohexanol®). . . 1,2 
a A a | 
Cholesterin, Sitosterin, Stigmasterin . . . . 18—19 
Zum Vergleich: 
ee ee ee 


Schon bei den Kstern der ersten drei (,y-ungesiittigten 
Alkohole bestehen so groBe Unterschiede, daB die rasche Reaktions- 
geschwindigkeit des Cholesterinesters nicht unbedingt zur An- 
nahme einer Doppelbindung in a,f-Stellung zwingt, vor allem 
auch dann nicht, wenn man dazu die recht hohe Konstante des 
Cholestanolesters in Vergleich zieht. Es ist durchaus miglich, 
daB bei dem Cholesteryl-p-toluolsulfosiureester die Doppelbindung 
in @,f-Stellung liegt, dann wire aber die Umlagerung der Doppel- 
bindung von der f,y-Stellung nach der in «,f erst bei der Bildung 
des Esters erfolgt und somit kein Beweis fiir die Lage der Doppel- 
bindung beim Cholesterin. 

Von e@,f-ungesattigten Alkoholen wurden das allo-Cholesterin 
und der Allylalkohol untersucht; bei der iiblichen Darstellungs- 
weise liefern beide Alkohole Pyridiniumsalze. Ob dies eine all- 
gemeine Reaktionsweise von «,f-ungesittigten Alkoholen ist, kann 
nach diesen zwei Beispielen noch nicht entschieden werden. Auch 
gesittigte Alkohole geben beim Verestern mit p-Toluolsulfochlorid 
in Gegenwart von Pyridin solche Pyridiniumverbindungen, s0 
z. B. ist eine solche Verbindung des Athylalkohols bekannt. Uber 
die Pyridiniumverbindung des allo-Cholesterin-sulfosiureesters 
wird in der nachsten Mitteilung eingehend berichtet. 

Aus dem Silbersalz der p-Toluolsulfosiure und dem Allyl- 
bromid gelang es, den Allyl-p-toluolsulfosiiureester herzustellen. 
Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante mit siedendem Athyl- 
alkohol wurde zu 4,,-10? = 10,6 bestimmt. 


5) Bei den Estern des Tetrahydro-$-naphthols, Cyclohexenyl-cyclo 
hexanols und des Isopulegols handelt es sich um Gemische von cis- und 
trans-Alkoholen, die nicht zu trennen waren. Die Konstanten sind sicher 
etwas zu hoch, da die Siéureabspaltung unter Bildung eines Kohlenwasser- 
stoffes aus den Estern der trans-Alkohole rascher verliuft als die Ather- 
bildung aus den Estern der cis-Alkohole. 
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Die p-Toluolsulfosiureester wurden in Gegenwart von Pyridin in der 
‘friher beschriebenen Weise hergestellt. Analysiert wurden sie durch 
‘Titration der bei der Atherbildung frei werdenden Siiure. 
Der p-Toluolsulfosiureester des ac-Tetrahydro-§-naphthols schmolz 
pei 85°; er wurde aus Aceton umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt des ent- 
sprechenden Esters des cis-trans-o-Cyclohexenyl-cyclohexanols®) lag bei 
'099—110°. Das Reaktionsprodukt dieses Esters mit Athylalkohol gab bei 
‘der Athoxylbestimmung nur Spuren Silberjodid. Wie es scheint, ist der 
‘A\thylither dieses Alkohols sehr schwer zu spalten. Setzt man den Ester 
‘mit Methylalkohol um, so erhilt man eine reichliche Abscheidung von 
rten fB Silberjodid bei der Methoxylbestimmung. Daf aus dem trans-o-Cyclohexenyl- 
‘cyclohexanolester ein Kohlenwasserstoff beim Kochen mit Alkohol auftritt, 
‘zeigte die Untersuchung des Absorptionsspektrums des Reaktionsprodukts. 
‘Der Absorptionskoeffizient einer ditherischen Lésung, die 0,0708 g in 100 ceem 
lem [enthielt, betrug bei 238 mp 0,3, bei 248 mu 0,43 und bei 254 mu 0,21). 
des & Der Isopulegol-p-toluolsulfosiureester schmolz bei 95°. Auch bei der 
F Umsetzung dieses Esters mit Alkohol entsteht neben dem Ather des Iso- 



































ee pulegols ein Kohlenwasserstoff aus der trans-Verbindung. 
1. : Zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante wurden die 
ai ‘Ester in siedenden Athylalkohol gegeben und die frei werdende Siure be- 
INS = stimmt. Fir den Cholesteryl-p-toluolsulfosiureester wurde auch die Kon- 
yel- [EF stante fiir den Umsatz mit Methylalkohol bestimmt. 
: Ke, ° 10* = 11. 
rin 
os. & Allyl-p-toluolsulfosaure-ester. 
li- [ #$$Pyridiniumverbindung. 7 cem Allylalkohol werden in 15 cem 
nn (Pyridin und 250 cem Chloroform gelést und mit 19 g p-Toluol-sulfochlorid 
ch RE Yersetzt. Nach einem Tag neutralisiert man mit 100 ccm n/1-Natronlauge 
* ‘und wischt die Chloroformlésung mit 20 cem Wasser aus. Sie wird iiber 
rid Natriumsulfat getrocknet, abgedampft und im Vakuumexsiccator iiber Phos- 
80 BP phorpentoxyd zur Entfernung von Pyridin und Wasser getrocknet. Nach 
yer [BR ecinigem Stehen bilden sich Krystalle, aus Aceton umkrystallisiert: Schmelz- 
rg Epunkt 97°. Sehr hygroskopisch, sehr leicht léslich in Wasser, Alkohol und 
Chloroform, unléslich in Ather, Benzol und Essigester. Eine wiBrige 
_Lisung der salzartigen Verbindung entfirbt methylalkoholische Permanganat- 
yl- ‘lisung sofort. Bei 2stiindigem Kochen mit n/10-Natronlauge tritt keine 
n. fF Spaltung ein. 
71- 6,145 mg Subst.: 0,270 cem N, (19°, 746 mm). 
: C,;H,,0,NS (291,22) Ber. N 4,81 Gef. N 5,04. 
: Ester. 40g p-toluolsulfosaures Silber (aus Silbercarbonat und freier i 
0  Toluolsulfosiiure) werden mit 35 ccm Allylbromid und 150 cem trockenem 
a 'Benzol 1/, Stunde auf dem Wasserbad gekocht und heif filtriert. Man 
er ) aac 
T- : *) Wallach u. Mitarbeiter, Liebigs Ann. 381, 95 (1911); Hiickel u. 
r- Mitarbeiter, Liebigs Ann. 477, 99 (1930). 


) Die optische Messung wurde von Herrn Dr. Pallutz ausgefiihrt. 
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setzt Ather zu und wiischt mit Wasser aus. Nach dem Trocknen dampf 
man im Vakuum ein und trocknet das zuriickbleibende Ol auf dem Wasserb,j 
bei 15 mm. 
10,140 mg Ol: 10,915 mg BaSQ,. 
C,oH,,058 (212,16) Ber. S 15,11 Gef. S 14,79. 
Labt man 0,9 g éligen Ester mit 1 cem Aceton und 0,5 cem Pyridip 
8 Tage stehen, so krystallisiert langsam eine Pyridiniumverbindung aus, 


5. Uber das Allocholesterin und seinen Nachweis. 


Die nahe Verwandtschaft von Cholesterin und Gallensiiurey 
wurde von Windaus und Neukirchen!) bewiesen durch de 
Abbau des Koprostans zur Cholansiiure. In neuester Zeit wurden 
die Sexualhormone als Abbauprodukte der Sterine erkannt und 
weiterhin gezeigt, daB die Genine der Saponine dasselbe Gruni. 
skelett des Cyclopentano-phenanthrens besitzen. Auch krebs. 
erzeugende Stoffe leBen sich aus Gallensiiuren herstellen?). Wie 
diese Umwandlungen im Organismus vor sich gehen, dariiber 
haben wir heute noch keine sicheren Anhaltspunkte. 

Enderlen, Tannhauser und Jenke’%) konnten zeigen, dai 
eine vermehrte Ausscheidung von Gallensiuren eintritt, wenn mat 
einem Hund Allocholesterin intravenés injiziert. Seither nahw 
man an, daB das Allocholesterin ein intermediiires Stoffwechsel- 
produkt sei bei der Bildung der Gallensiiuren aus dem Cholesterin. 
Nach den friiheren Formeln fiir das Cholesterin und fiir das 
Allocholesterin war dies sehr wahrscheinlich, da nur beim Allo- 
cholesterin die Doppelbindung an der Ringverkniipfung lag und 
deshalb eine Hydrierung zu einem Koprostanderivat méglich war’. 
Nach den neuen Formeln liegt bei beiden Alkoholen die Doppel- 
bindung an der Ringverkniipfungsstelle, beim Allocholesterin | in 
Ring A zwischen C, und C,, beim Cholesterin II in Ring } 
zwischen C, und C,, so da theoretisch bei beiden Sterinen di 
Méglichkeit einer Hydrierung zu einem Koprostanderivat ge: 
geben erscheint. 


1) Ber. chem. Ges. 52, 1915 (1919). 
) Cook, Ber. chem. Ges. 69, Teil A 38 (1936). 

*) Arch. f. exp. Path. 135, 131 (1928). 

*) Cholestan und Koprostan unterscheiden sich nur durch die Stellung 
des Wasserstoffatoms an C,. Die Gallensiiuren gehéren der Koprostanreile 
an, zur Cholestanreihe gehért z. B. auch das Androsteron, eines der minv- 
lichen Sexualhormone. 


iS) 
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Im Darm wird Cholesterin durch die Bakterien zu Kopro- 
sterin hydriert. Bei allen kiinstlichen Hydrierungsversuchen ge- 
lingt es bisher nur, das Allocholesterin zum Koprosterin zu 
hydrieren, das Cholesterin gibt immer Cholestanol. 


7 Durch Umkrystallisation ist das Allocholesterin nicht vom 
aa Cholesterm zu trennen, auf diesem Wege war es nicht nach- 
a zuweisen. Gardner versuchte den Nachweis des Allocholesterins 
durch Hydrierung zum Koprosterin zu fiihren. Einen exakten 
7 Nachweis fie das Allocholesterin gab es bisher nicht. Schén- 
Wig Delmer bewies, daB das bisherige Allocholesterin ein Gemisch 
he von Cholesterin und Allocholesterin ist®), Das reine Allochole- 
@ sterin stellte er durch Reduktion des Cholestenons mit Aluminium- 
dat isopropylat her. Auf Grund einer Farbreaktion nimmt er an, daf 
- CC Allocholesterin in Kigelb in geringer Menge vorkommt. 
i. Bei der Veresterung des Allocholesterins mit p-Toluolsulfo- 
col fy CLlorid wurde gefunden, dab sich eine Pyridiniumverbindung 
via bildet, wie schon in der vorigen Mitteilung kurz erwihnt wurde. 
das Mit Hilfe dieser Verbindung konnte zuniachst in mehreren Ver- 
Ilo. suchen festgestellt werden, dab in dem friiheren Allocholesterin 
Be Cholesterin enthalten sind, die iibrigen 50°/, wurden als 
fl Pyridiniumverbindung erhalten. Es erscheint also sehr wahr- 
od scheinlich, daB das frithere Allocholesterin eine Molekilverbindung 


ist von Cholesterin und dem neuen Allocholesterin. 

2B Der Befund, da das Allocholesterin bei der Veresterung 
die ef Toluolsulfochlorid eine in Wasser und Ather unldésliche 
Pyridiniumverbindung liefert, zeigte auch einen Weg zur T'rennung 
des Allocholesterins vom Cholesterin. Die Isolierung des Allo- 
cholesterins neben Cholesterin war bisher nicht méglich. Zur 
Trennung des Allocholesterins und Cholesterins verestert man 
das Steringemisch mit p-Toluolsulfochlorid in Gegenwart von 
Pyridin und zieht das Reaktionsprodukt mit Wasser und dann 
ni mit Ather aus. Die Pyridiniumverbindung des Allocholesterin- 


ihe , ™ a ‘ s 
oa ters bleibt zuriick und kann durch Liésen in ganz geringen 


°) Biochemic. J. 28, 1635 (1934). 6) J. of Biol. Chem. 114, 567 (1936). 
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Mengen Alkohol und Ausfallen mit viel Ather leicht bestimut 
werden. Mischt man 50 mg Pyridiniumverbindung mit 1,0 g Chole. 
steryl-p-toluolsulfosiure-ester, so kann man itber 35 mg de 
Pyridiniumverbindung zuriickbehalten. 

Mit Hilfe dieser neuen Methode wurden Galle, Gallensteine, 
Leber, Gehirn und Eigelb untersucht; in keinem Fall konntey 
auch nur Spuren der Pyridiniumverbindung des Allo. 
cholesterins gefunden werden. 

Nach neuen Untersuchungen nehmen sowohl Rosenheim 
und Webster‘) wie auch Schénheimer und Rittenberg’) an, 
daB als Zwischenprodukt nicht das Allocholesterin, sondern das 
Cholestenon in Frage kommt. Dies stimmt mit dem Befund von 
Menschick, Page und Bossert’) iiberein, die in den Sterin. 
fraktionen von verkalkten Aorten einen Stoff fanden, der das 
Spektrum des Cholestenons zeigt. 


Versuche. 


Pyridiniumverbindung des Allocholesteryl -p-toluolsulfosdure. 
esters. Das bisher als Allocholesterin bezeichnete Ausgangsmaterial wurde 
nach deu Angaben von Schicke hergestellt '°). 

4,5 g Allocholesterin werden in 30 cem needa Pyridin gelést und 
mit 3 g p-Toluolsulfochlorid versetzt. Nach 2 Tagen gieBt man in eine 
Natriumearbonatlésung, saugt ab und trookast im Exsiceator. Durch 
Extraktion mit Ather entfernt man den Cholesteryl-p-toluolsulfosiiureester. 
Der Riickstand ist die Pyridiniumverbindung des Allocholestery]- p-toluol- 
sulfosiureesters. Der neue Stoft ist sehr leicht léslich in Methylalkohol 
und Athylalkohol. Man kann ihn reinigen durch Lésen in ganz geringen 
Mengen Alkohol und Ausfillen mit der 10—20fachen Menge Ather; auch 
aus Essigester li8t er sich umkrystallisieren. Schmelzpunkt unscharf, 
etwa bei 114—115° 

10,976 mg Subst.: 4,020 mg BaSQ,. 

C,,H;,0,;NS (619,53) Ber. S 5,17 Gef. S 5,03. 

5,307 mg Subst.: 0,105 ecm N, (19°, 746 mm). 

Ber. N 2,26 Gef. N 2,27. 

0,203 g Pyridiniumverbindung wurden in 1 cem Alkohol geldst und 
davon 0,2 ccm = 40 mg einer Maus unter die Riickenhaut gespritzt. Nach 
2 Monaten wurde das Tier getétet. Herr Oberarzt Dr. Schmidt vom Patho- 
logischen Institut war so freundlich, die Leber histologisch zu untersuchen. 
An der Leber war nur eine geringe Sternzellenspeicherung festzustellen. 


) Nature (Lond.) 186, 474 (1935).  °) Science (N. Y.) 82, 156 (1935). 

*) Liebigs Ann. 495, 225 (1932). 

10) Dissertation Schicke, Géttingen 1928; Ruzicka, Helv. chim. Acta 
17, 1412 (1934); Schénheimer, a. a.O.; Wieland u. Hasegewa, Ber. 
chem. Ges. 64, 2516 (1931), beschreiben ein Chlorcholestanol, Schmelzp. 163", 
das mit dem Cholesterinhydrochlorid identisch sein diirfte. 
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6. Uber die Isomerie der beiden Cholesterylather. 
Bei der Darstellung des Cholesterylmethylithers war fest- 


| gestellt worden, dab bei Gegenwart von Alkali sich ein isomerer 
' rechtsdrehender Ather bildet'). Wagner-Jauregg und Werner?) 
| fanden, daB dieser durch Behandeln mit Siure in den normalen 
' Cholesterylmethylither iibergeht und nahmen eine Allylumlage- 
rung an. 


Fiir den normalen Cholesterylmethylither konnte durch fol- 


gende zwei Versuche gezeigt werden, daB die Doppelbindung und 
' die Hydroxylgruppe an derselben Stelle stehen wie beim Chole- 
sterin. 


Ozonisiert man den Cholesterylmethylither und destilliert 


| die sauren Reaktionsprodukte, so erhalt man den Kohlenwasserstoft 
‘von Windaus und Resau’*). Die Reaktion verliuft nach folgender 


' Gleichung: 
C,5Hso CieHso 
a / 7 CH, / / 
ae z= = Yin a “a 
ag a oe 
ao ~~ ma" én 
CreHso CigHs, 
: CH, 7 / CH, / ~ 
> Pi iia i Fi tiie 
: | — CH,OH 
CH,O” ~~ ' ~~ 
8 COOH 


Bei der Hydrierung des normalen Cholesterylmethylathers 


- erhilt man nach Wagner-Jauregg und Werner einen gesittigten 
| Cholestylmethylither. Durch Behandeln mit Jodwasserstoffsiure 


und nachheriger Reduktion mit Natrium und Alkohol kann man 


‘aus diesem hydrierten Ather Cholestanol gewinnen. Die Hydroxyl- 
‘gruppe steht also an C,. Es kénnte sich héchstens noch um 
einen epi-Cholestylmethylaither handeln, da bei der Bildung oder 


Spaltung des Cholestyljodids eine Waldensche Umkehrung ein- 
getreten sein kann. 

In gleichem Sinn ist der Befund von Heilbron und Mit- 
arbeiter*) zu bewerten. Sie erhielten bei der Oxydation des Chole- 
stylmethylithers dieselbe Dicarbonsiure wie aus Cholestanol. 

1) 2. Mitteilung, Diese Z. 207, 147 (1932). *) Diese Z. 213, 119 (19382). 


*) Ber. chem. Ges. 48, 856 (1915); Lettré, Diese Z. 218, 67 (1933). 
4) J. Chem. Soe. 1932, 268. 
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Fiir den isomeren rechtsdrehenden Cholesterylmethylither 
kénnte man annehmen, da er der Ather des Allocholesterins ist, 
AuBer der leichten Umlagerung wiirde auch die optische Drehung 
hierfiir sprechen. | 


Schmelzp. in ° [@)p in ° 
Cholesterin 148 — 36 
Cholesteryl- methylither. 82—88 — 42 
Allocholesterin. ; ‘2 132 + 43,7 
Isomere Cholesterylmethylither Soo + 51,8 
epi-Allocholesterin. . . . — . 84 + 120.8. 


Der isomere Giese tinethytather gibt bei der Hydrierung 
einen neuen Cholestylmethylither, der auch der Cholestanreihe 
angehért®). Nach diesem Ergebnis handelt es sich bei den beiden 
Cholestylmethylithern entweder um epimere Ather oder die 
Methoxylgruppe steht bei dem isomeren Cholestylmethylither nicht 
mehr an ©,. Dasselbe mite dann auch fiir den rechtsdrehenden 
Cholesterylmethylather gelten. 


Versuche. 


Die Umlagerung des rechtsdrehenden Cholesterylmethylithers geht 
schon in der Kialte in Chloroformlésung bei Zusatz von p-Toluolsulfosiure 
vor sich. Am einfachsten kocht man die methylalkoholische Lésung des 
rechtsdrehenden Athers mit der gleichen Menge p-Toluolsulfosiure 2 Stunden 
auf dem Wasserbad. 


Einwirkung von Ozon auf den normalen Cholesterylmethylather. 
11 g Cholesterylmethylither wurden in 350 cem Eisessig gelést und 7 Stunden 
Ozon durchgeleitet. Nach dieser Zeit erhitzt man 2 Stunden auf dem Wasser- 
bad unter Zusatz von Wasser. Wasser und Eisessig werden im Vakuum 
angenneptt, das zuriickbleibende Ol wurde in Ather gelést und mehrmals 
mit 5°/,iger Kalilauge ausgeschiittelt. Die alkalische Lésung wurde an- 
gesiiuert und éfters ausgeithert. Die Atherlésung wurde getrocknet, der 
Ather abgedampft und der Riickstand im Vakuum bei 3 mm destilliert. Aus 
der neutralen Fraktion erhilt man Krystalle, deren Schmelzpunkt beim 
Reinigen auf 74—75° stieg. Keine Schmelzpunktsdepression mit dem Kohlen- 
wasserstoff von Windaus und Resau. 

0,0158 g in 2 cem Chloroform « = — 1,36°, 17°. 

[a]p = — 172°. 

10,040 mg CO,, 3,310 mg H,O. 


C 88,05 H 11,95  Gef. 


3,115 mg Subst.: 


CopHis (354,34) Ber. C 87,90 H 11,90. 


5) Wagner-Jauregg u. Werner, a.a. O., S. 121, Anm. 2. 
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ber die Konstitution des Uro- und Muschelschalen-porphyrins. 


Nachweis von Uroporphyrin III bei kongenitaler Porphyrie'). 
Von 
Hans Fischer und Hans-Joachim Hofmann’). 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1936.) 


In der vorhergehenden Mitteilung beschrieben wir die Synthese 
les 1,3,5, 7-Tetramethyl-2, 4,6, 8-tetrabernsteinsiure-porphins, das 
it dem natiirlichen Uroporphyrin auf Grund der bisherigen Er- 
ebnisse identisch sein sollte. Spektroskopisch bestand Uber- 
instimmung, in der Ausbildung der Krystalle jedoch und im 
chmelzpunkt eine erhebliche Differenz. Stérend war, daf bei 
ler Synthese ein amorphes Pyrromethen als Ausgangsmaterial 
liente und es war deshalb vor allen Dingen weiter zu priifen, 
)) nicht doch das synthetische Porphyrin noch verunreinigt sei 
lurch einen schwer entfernbaren Bestandteil. Durch Adsorptions- 
wualyse konnte keine Erhéhung des Schmelzpunktes erreicht werden 
nd auch kein Anhaltspunkt fiir irgendwelche Beimengungen. Zum 
Vergleich wurde der natiirliche Uroporphyrin-ester aus Petry-Harn 
ier chromatographischen Analyse unterworfen. Beim ,,Entwickeln“ 
urde ein einwandfreies Chromatogramm erhalten, bestehend aus 
ner Oberen diinnen, braunroten Zone, einer rein weiBen Zwischen- 
chicht und einer starken, rosa gefirbten unteren Zone. Aus 
hloroform—Methylalkohol krystallisierte das Porphyrin der unteren 
fone in den fiir das Uroporphyrin charakteristischen hellroten, 
laarformigen Krystallen. Der Schmelzpunkt lag jetzt bei 302° 
d11° korr.). Weitere chromatographische Untersuchungen dieses 
rorphyrinanteiles erwiesen ihn nun als einheitlich. 

Das Porphyrin der oberen Zone krystallisierte aus Essigester 
u hellroten Krystallen, die oft in Biischeln vereinigt sind. Der 


') 41. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine; 40. Mitteilung Diese Z. 


HH), 123 (1937). *) Dissertation 1936. 
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Schmelzpunkt lag bei 261° unter starker vorheriger Verfirbun& «to/i: 
Der Mischschmelzpunkt mit dem von J. Waldenstrém!) isolierte( yjtii 
Uroporphyrin III ergab keine Depression. Die Porphyrin-Aul Konc 
scheidung im Harn des an kongenitaler Porphyrie erkrankteff pins 
Patienten Petry besteht also aus zwei isomeren Uropor™ 
phyrinen vom Typus I und III. Dies erklirt auch die staf oines 
abweichenden Schmelzpunkte, die vielfach in der Literatur fil \erd 
Uroporphyrin angegeben sind, da wohl in der Mehrzahl der F ili 

die beiden Isomeren auftreten werden. 

Eine genaue Unterscheidung von chronischer und _ akuty 
Porphyrie durch das Auftreten von bestimmten Isomeren js 
somit unméglich geworden, und in diesem Zusammenhang milf 
auch auf das vor kurzem aufgefundene Uroporphyrin I bei akuteff ),. 
Porphyrie hingewiesen werden’). - 

Da zur chromatographischen Untersuchung kein Petry-Hanff ,,,,, 
sondern nur bereits krystallisiertes Uroporphyrin benutzt werdal ,,,.0| 
konnte, kann iiber das urspriingliche Verhaltnis von Uroporphyrin&(\), s 
zu Uroporphyrin III nichts bestimmtes ausgesagt werden. Offenbafi» jo, 
iiberwiegt der Typ I bei weitem. Die Entstehung des Typus Il;,.,;, 
kann eventuell sekundir als Vergiftungserscheinung durch T'ypus I yah; 
bedingt sein, so daB an sich noch immer die Méglichkeit vol ,)jo y 
handen wire, daB bei kongenitaler Porphyrie nur der Typus%;, p. 
sich bildet und spiter im Verlauf der Erkrankung Typus [l,j y 
sekundir entsteht. 

Auf das Verhiltnis der Ausscheidung von Uroporphyri! 
und Uroporphyrin HI wird in kiinftigen Porphyriefillen dabe 
besonders zu achten sein und eine sehr wichtige Frage mub auc 
noch beantwortet werden, nimlich die, ob im Kot bei Porphyri 
fillen nicht doch Koproporphyrin [II durch Anwendung de 
Adsorptionsanalyse isolierbar sein wird. Bis jetzt ist im kv 
ausschlieBlich Koproporphyrin [| beobachtet worden, und mat 
miBte bei Tieren versuchen, ob durch intravenése Injektion vom syn 
Koproporphyrin [II dieses zur Ausscheidung in den Kot gebracif® 4 
werden kann. P3-bern 

Durch den um etwa 10° erhdhten Schmelzpunkt des Urq satz yo 
porphyrin-esters J war natiirlich die Diskrepanz im Schmelzpunhf nethy! 







Pnatiirl; 
4 fiir VO 
Frage, 


Bt len. 


zwischen ihm und dem synthetischen Kérper noch gréBer. Abe LD 
bei der Bernsteinsiure-Anordnung waren asymmetrische Kohletf#iubero 
— 

AM 


1) Dtsch. Arch. klin. Med. 178, 38 (1935). 
2) Diese Z. 241, 221 (1936). 
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rbung stoliatome im Molekiil vorhanden, jedoch konnte optische Akti- 
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Pyitit bei Uroporphyrinen nicht festgestellt werden; lediglich beim 
/Konchoporphyrin wurde in einem Falle diese beobachtet. aber 
-reinste Priiparate erwiesen sich als optisch inaktiv. 

Trotzdem sollte die Ursache des Nichtkrystallisierens des 
Feingangs erwihnten amorphen Brom-pyrromethens aufgeklirt 
Pyerden, und es lag nahe, dieses Methen, 


COOH COOH 
| 
H,C,—-,CH-CH,-COOH HC, > CH-CH,- COOH 
Br CH OM, Br 
Nu NHBr 


} 


“Mas ber der Bromierung der 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernstein- 
|)-carbonsiure in krystallisiertem Zustand entstehen sollte, aber 
Muu amorph beobachtet wurde, auf synthetischem Wege her- 


pzustellen. Als Ausgangsmaterial war der schon mit Herrn 
fh. Staff') gewonnene 4-Methyl-5-carbithoxypyrrol-2-aldehyd- 
}}-bernsteimsiure-dimethylester notwendig, bzw. die entsprechende 
Hreie Siiture, die dann mit 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiiure 


piach der Bromierung Methen I geben sollte. Leider verliefen 


falle Versuche, die beiden Aldehyde mit trisubstituierten Pyrrolen 
fin Reaktion zu bringen, negativ, obwohl die Aldehyde an sich 
nuit Hydroxylamin und Semicarbazid reagieren. Dieses Verhalten 


Fist sehr auffiillig und soll bei Gelegenheit noch einer eingehenden 


‘Untersuchung unterzogen werden um festzustellen, ob mit Kérpern 


put reaktionstahigen Methylengruppen auch keine Kondensation ein- 


tritt. Hier in unserer Fragestellung verloren die beiden Aldehyde 


fuatiirlich jegliches Interesse, nachdem ihre Nichtreaktionsfiihigkeit 


fiir vorliegende Zwecke erkannt war, und es erhob sich die weitere 


-o-bernsteinsiure verwendet. Diese kondensiert in Kisessig 
Satz von Ameisensiiure mit sich unter Bildung einer 3,5,: 


rage, ob die Bernsteinsiure-Pyrrole iiberhaupt reaktionsunfihig 


selen. Wir bemiihten uns deshalb, Bernsteinsiiure-pyrromethene 
Zu synthetisieren. 


Als Ausgangsmaterial wurde zuniichst 2,4 -Dimethylpyrrol- 
r unter Zu- 
.D’-'Tetra- 
nethyl-pyrromethen-4, 4’-dibernsteinsiiure (11). 

Die freie Siure krystallisiert in hellgelben Nadeln. Sie ist 


Muberordentlich hygroskopisch. Mit Diazomethan erhiilt man den 


'etramethyl-ester. 


') Diese Z. 234, 97 (1935). 


ppe-Sevler’s Zeitschrift f. plysiol, Chemie. CCONLV1I 
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HOOC COOH 
HOOC-H,C-HC,——CH, H,C--—CH-CH, COOH 
I | | 
H,CL CH Ly CH, 
NH N 


2,4-Dimethyl-pyrrol-5-aldehyd kondensierte mit der 2,4-[). 
methyl-pyrrol-3-bernsteinsiure in Kisessig unter Zusatz vo 
48 °/, igem Bromwasserstoft—HKisessig in der Wiirme nicht zu de 
gewiinschten 3,5,3’,5’-Tetramethyl-pyrromethen-4-bernsteinsiiure. 
hydrobromid (III). Es trat vielmehr Selbstkondensation de 
2,4-Dimethyl-pyrrol-5-aldehyds unter Abspaltung der Aldehiyi. 


eruppe zum J3,9,3’,5’-Tetramethyl-pyrromethen-hydrobromid ei 


COOH 
H,——CH, H.C CH-CH,-COOH 
I] 
H¢ Paaie CH \_ 7 CHs 
NH NUBr 


Selbstkondensation erfolgt ist. 


Aus 2,4-Dimethyl-3-iithylpyrrol-5-aldehyd mit dem gleiclia 
Bernsteinsiurepyrrol sollte das Monobernsteinsiiuremethen (IV 
dargestellt werden. Dieses Methen ist fiir die Synthese eine 
Porphyrins mit nur einer Bernsteinsiiureseitenkette wichtig. Ki 
derartiges Porphyrin hat dann nur ein asymmetrisches C-Atou 
und ist somit am geeignetsten fiir eine Zerlegung in die optiscl-ff 
aktiven Komponenten. Wie schon bei den vorhergehenden Kondeu-f 
sationsversuchen trat jedoch auch hier wieder weitgehende Sells: 
kondensation des Pyrrolaldehyds ein. Es entstand in der Haut 
sache das 5,5,3’,5’-Tetramethyl - 4, 4’- diiithylpyrromethen - hydr-ff 
bromid (V). Der entsprechende Dibromkérper enthielt, ! 
die Analyse zeigte, keinerlei Bernsteinsiiuremethen. Auch de 


Kunstgriftf — wie oben zuerst in der Kiilte zu kondensieren 
versagte hier. 
COOH 
aS. CH, H,C (CH-CH,-COOH H,C, —CH;, H.C ( 
| | 
HCL CH——_ CH, HCl CH | 


Ni IV NHBr NH V CHB 


Krwirmt man jedoch nur kurz auf dem Wasserbad, kiibl 
rasch ab und gibt dann erst Bromwasserstoff—Kisessig zu. s 
| erhilt man vorzugsweise Kondensation in dem gewiinschten Sin 
zum Methen III. Die Analyse zeigt zwar, da’ auch dann noch etwa: 
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Als Aldehydkomponente wurde nun das Bernsteinsiiure-pyrro!| 
wit Formylrest synthetisiert. Durch 2 Mol Sulfurylehlorid list 
sic die a@-Methylgruppe des 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol- 
j-)ernsteinsiure-dimethylesters in die Aldehydgruppe iiberfiihren. 

Trotz vieler Versuche mit den verschiedensten «-freien 
4-[.f Pyrrolen gelang es jedoch nicht, eine Kondensation zum Methen 
2 vo qu erreichen. Diese negativen Resultate erkliiren wohl auch die 
1 deyf— schwierige Krystallisationsfihigkeit des Methens |; denn auch hier 
siiuree ub ja imtermediir die 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiiure ent- 
1 ded stehen, die dann auch hier ungeniigend reagieren wird. Ks wurde 
lehyd.[e deshalb der Weg, von einem Bernsteinsiiuremethen aus die Por- 
| aa phyrinsynthese zu erzwingen, verlassen und auf alte Beobachtungen 
| zuriickgegrifien. 9, 2’-disubstituierte Pyrrole mit zwei freien 
' g-Methingruppen, wie Opsopyrrol und Opsopyrrol-carbonsiiure ! 
reagieren mit Ameisensiure bei Gegenwart eines Wasserstofi- 
\cceptors oder Chlor—Methylither zu Porphyrin-Gemischen. Aus 
| Opsopyrrol-carbonsiiure konnte auf diese Weise Koproporphyrin | 
und -III (Iso-koproporphyrin) gewonnen werden und demgemiib 


a F zielte die weitere Arbeit dahin, 3- Methyl - pyrrol- 4-bernstein- 
Gi ge Suure [VIT*)] zu synthetisieren und diese dem gleichen Verfahren 
tye unterziehen., 

sila LiBt man auf den 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bern- 
‘chee Uelnsiure-dimethylester 3 Mol Sulfurylchlorid einwirken und ver- 


a Pkocht mit Wasser, so erhalt man den 3-Methyl-5-carboxyl-2-carb- 
 ithoxypyrrol-4-bernsteinsiiure-methylester (V1). Durch Behandeln 
Ki mit Alkali im Autoklaven erreicht man neben der Verseifung 


ies | Decarboxyherung der beiden q-stiindigen Carboxylgruppen (VII). 
CISC COOCH, COOH 
ide 
Tbstile H,C, -—, CH-CU,-COOCH, H,C CH-CH,-COOH 

y i vr si 
Lupe H,C,00CL COOH Ht H 
y dro Nu NH 

ie COOCH, 
» «li 
n H,C,——CH - CH, -COOCH, 
7 vin | 

HL JU 
NH 


') H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 450, 136 (1926). 
b z 


CI *) Vgl. auch H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 450, 136 (1926): 
CHEE OMe A. Fischer u. Ch. E. Staff, Diese Z. 234, 104 (1935). 


> 
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Die 3-Methylpyrrol-4-bernsteinsiure ') (VII) krystallisiert leidy, 
schlecht, desto besser ihr Dimethylester (VIII); aus Wasser. 
Methylalkohol erhilt man ihn in weiBen makroskopischen Prisiniey, 
Mit Ameisensiure tritt keine Porphyrinbildung ein, dagegen ij 
Chlormethylither*) und asymmetrischem Dichlormethylither. A 
dem Gemisch der vermutlich 4 entstandenen Isomeren konnt: 
durch fraktionierte Krystallisation das Bernsteinsiureporphyrin || 
(Schmelzp. 317°) isoliert werden. Es ergab mit dem friiher dar. 
gestellten Bernsteinsiureporphyrin I1*) keine Depression. |, 
iiuBeren Habitus unterschied sich dieses Porphyrin durch seine 
Krystallform deutlich vom natiirlichen Uroporphyrin. Die Mutter. 


laugen wurden eingeengt. Der Riickstand, der die isomeren Bern. 
steinsiureporphyrine enthalten mu, léste sich leicht in Athier 


und in Methylalkohol. Die Léslichkeit steht in starkem Gegen. 
satz zur Unléslichkeit der natiirlichen Uroporphyrine, selbst wen 
man die leichtere Léslichkeit unreiner Substanzen und Gemische 
in Rechnung zieht. Damit war ein neuer Zweifel an der Bert. 
steinsiiure-Substitution im natiirlichen Uroporphyrin aufgetreten, 

Bemerkenswert ist im iibrigen das relativ glatte Reagiere: 
der 3-Methyl-pyrrol-4-bernsteinsiiure zum Porphyrin-Gemisch, went 
auch hier die Reaktion anders verlief als beim Opsopyrrol und bei 
der Opsopyrrol-carbonsiure, insofern, als dort die Hauptreaktions- 
produkte Typ I und Typ II waren. 

Um Einblick in die Konstitution von Porphyrinen zu gewinnei, 
hat man neben der Synthese in dem oxydativen oder reduktiven 
Abbau ein geeignetes Mittel. Diese Reaktionen sind beim natiir- 
lichen Uroporphyrin von H. Fischer‘) durchgefiihrt worden. Bein 
oxydativen Abbau entstand eine carboxylierte Hiimatinsiiure. i: 
muBbte also, um Vergleichsmaterial zu haben, die carboxyliert: 
Hiimatinsiiure synthetisch dargestellt werden. 

Die 3-Methyl-2,5-dicarboxyl-pyrrol-4-bernsteinsiiure([X) wurd 
der Oxydation mit Chrom—Schwefelsiiure unterworfen. Ks ent- 
stand die gewiinschte carboxylierte Himatinsiure (X). 


COOH COOH 
H,C,—~ CH -CH,-COOII H,C-———CH -CH,-COOH 
IX ! > X 
HOoCc\ _JCooH o=\ 0 
NH NH 


') Vgl. hierzu die Gewinnung der Opsopyrrol-carbonsiiure. 
*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 277 (1931). 

4) H. Fischer u. E. v. Holt, Diese Z. 229, 93 (1934). 

‘) Diese Z. 98, 78 (1916). 
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Der Schmelzpunkt lag bei 195—196° unter starker Zer- 


setzung. 
Der Mischschmelzpunkt mit carboxylierter Himatinsiiure aus 
natiirlichem Uroporphyrin (Petry), Schmelzp. 185—186°, ergab eine 


eindeutige Depression auf 164°. 


H. Fischer hat die natiirliche carboxylierte Hiimatinsiiure 
durch Erhitzen im Vakuum mit folgendem Ergebnis abgebaut: 


0,15 g¢ Substanz wurden im Vakuum im Olbad erhitzt. Ab 180° 


tritt Sublimation einer Substanz in derben Prismen auf. Es wurde 
weiter erhitzt bis 220°, ohne daB eine nennenswerte Vermehrung 


'des Sublimats eintrat. Der Riickstand krystallisierte wieder und 


schmolz nach der Umkrystallisation aus Aceton—Ather bei 184°, 
ist also offenbar unveriindertes Ausgangsmaterial. Die sublimierten 


'derben Prismen schmolzen bei 114° wie Hiimatinsiiure. Die syn- 


thetische carboxylierte Himatinsiiure zeigte unter analogen Be- 
jingungen bis 200° keinerlei Sublimation. 
Die ,,natiirliche* Siure liefert beim Erhitzen auf 260° Methyl- 


| ithylmaleinimid. Die synthetische Siiure gibt bei gleicher Tempe- 
pratur keine Spur Methylathylmaleinimid. 


Herr Prof. Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit die beiden Siuren 


| krystallographisch zu vergleichen und kam zu folgendem Ergebnis. 


Analytisches Priparat. 


Rhombisch umrissene (wahrscheinlich monokline Krystalle) Plittchen 
uit einem ebenen Winkel von 70° bzw. 110°. Die eine Auslischungsrichtung 


ist gegen die meist linger ausgebildete Kante etwa 25—-28° geneigt, und 


zwar so orientiert, daB sie durch den stumpfen ebenen Winkel geht (Fig. 1). 





<< 65°-70° 
J 7-330 Verschwindrichtung 
a 
\ \ Verschwindrichtung 
Ld i \ 
Fig. 1. Fig. 2. 


Synthetisches Priparat. 


Zeigt eine tihnliche Ausbildung, doch sind die vorhandenen Krystiill- 


_ chen weniger gut entwickelt, daher weniger gut meBbar. Der ebene Winkel 


der Kanten liegt zwischen 65 und 70°. Die Ausléschungsrichtungen liegen an- 


| hihernd asymmetrisch zu den Begrenzungskanten, halbieren also annihernd 


die ebenen Winkel (Fig. 2). Sind diese Messungen auch nicht so genau 


/ Wie die des analytischen Priparates, so beweisen sie doch die Nicht- 


identitait der beiden Substanzen. 
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Beide Koérper haben eine kriftige Doppelbrechung und auffiillig |ieg 
fiir die beiden angefiihrten Schwingungsrichtungen die Lichtbrechung sel; 
nahe an der von Paraffinél. Das hat zur Folge, daB bei Einbettung jy 
Paraffinédl die Umrisse der Krystalle nahezu verschwinden, wenn jen 
Schwingungsrichtung sich der des Nicols niihert, mit dem beobachtet wird, 
Die sich dabei ergebende verschiedene Orientierung dieser ,,Verschwind 
stellung“ ist ein sehr bequemes Mittel die Verschiedenheit der beidey 
Koérper schon qualitativ zu sehen. 


Die , natirliche“ carboxylierte Himatinsiure ist alsy 
mit der synthetischen carboxylierten Himatinsiure nich 
identisch. 

Letzterer kommt auf Grund der Synthese folgende kon. 
stitutionsformel XI zu. Fiir die ,,natiirliche“ Siure wiire noch 
folgende Formel XII in Frage zu ziehen: 


COOH 

| __-COOH 
H,C——=CH-CH,-COOH H,C-=—-CH, - CH 

XI | | XII _| —~COOH 
ial -—= = 
O=\ /=0 Om J=0 
NH NH 
mit Nachbarstellung der beiden Carboxylgruppen. Auch diese 


Moglichkeit ist auf dem Wege der Synthese widerlegt. Da dic 
natiirliche carboxylierte Himatinsiiure beim Abbau Himatinsiiur 
und Methylithylmaleinimid gibt, muBb sie ein Maleinimid-Derivat 
mit Essigsiure- und Propionsiurerest sein, entsprechend folgende: 
Formulierung XIII: 
HOOC-H,C CH,- CH, -COOH 


XIII | 
O=\_ Y=0 

NH 
DemgemiiB miissen auch die /-Seitenketten im Uroporphyr 
Kssigsiure- und Propionsiurereste sein. Dem entspricht folgend 


Formulierung XIV fiir das Uroporphyrin: 


Betr 


| 





HOOC 
HOOC-H,C. --CH,-CH,-COOH H,C,——,CH, -CH,-COOH 
CH | 
YQ ings 
/ NX Nit \ 
XIV HC CH 
\ NH N / 
Wm CH ANI 
| | | 
HOOC-H,C-H,C CH, COOH-H,C-H,C——CH, «COOH 


COOH 
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Der Hauptgrund, eine solche Formulierung bis jetzt nicht in 



































& liegt ! 
g¢ sehr fe Betracht zu ziehen, war die Labilitaét der Kssigsiiurepyrrole, die 
ung inf® auferordentlich leicht Kohlendioxyd abspalten, und im Uropor- 


a phyrin sitzen ja die Carboxylgruppen relativ fest. Noch in Frage 
wird, ; ee : 
hwing | Kime eime unsymmetrische Struktur mit 2 Carboxylgruppen an 


beidey & einer Methylgruppe. Jedoch miiBte dann ein Gemisch von carboxy- 
‘lierten Hiimatinséiuren auftreten. Ein Haften an den «@-stiindigen 

;alsy {| Methingruppen ist wohl ausgeschlossen, weil ‘Tetrachlor-Derivate 
nicht @ des Uroporphyrin-Ksters bekannt sind’). Auch wiirde in den beiden 
suletzt angefiihrten Fallen eine stiirkere spektroskopische Ab- 

Kon. {| weichung auftreten miissen und das Entstehen der carboxylierten 
noch | Himatinsiure wire unverstiindlich (vgl. S. 22). Weitere Auf- 
 kiiirungen muB die Synthese der Essigsiure-porphyrine erbringen, 

| Das Studium ihrer Eigenschaften ist wichtig und insbesondere 

H wire es wiinschenswert, wenn bei kinftigen Porphyriefiillen auf- 
| tretende Uroporphyrine abgebaut wiirden zu carboxylierter Hiima- 


, | tinsiiure; dabei sollte festgestellt werden, ob sie mit der unsrigen 
'identisch ist oder nicht. Auch wire in allen derartigen Fiillen 

Dien die Priifung auf optische Aktivitiit unerlaBlich. 

a diel Nachdem der Schmelzpunkt des reinen Uroporphyrinesters | 


siiure fe Dei 801° gefunden war, fragte es sich, ob nunmehr Uroporphyrin 
srivat ME 2US Muschelschalen?) wirklich mit dem Uroporphyrin | identisch 
andere sel oder nicht; denn die Identitét war auf Grund des stimmen- 
‘den Mischschmelzpunktes, des Abbaues zu Koproporphyrin | 

und der iibereinstimmenden Elementaranalyse erhoben worden. 

| Nachdem ein Priiparat von allerdings unreinem Uroporphyrin aus 
Muschelschalen als optisch aktiv befunden war, war immerhin die 
ldentitiit mit Bernsteinsiure-Porphyrin nicht ganz von der Hand 


‘yt! 7 weisen, Wir haben deshalb die totale Oxydation dieses Uro- 


ende porphyrins vollzogen und einen mit der carboxylierten Himatin- 
| siure aus Uroporphyrin restlos iibereinstimmenden Ké6rper erhalten. 

Der Mischschmelzpunkt mit der ,,Bernsteinsiiure’ (XI) gab eine 

oor Lepression auf 178°, ebenso mit der ,,Malonsdure“ (XII) auf 122°, 


f wihrend mit carboxylierter Himatinsiure aus Uroporphyrin, 
Schmelzp. 184°, ein Mischschmelzpunkt von 182°,, also Identitit 
gefunden wurde. Auf Grund aller dieser Befunde mu Uroporphyrin 
und Uroporphyrin aus Muschelschalen als identisch erklirt werden 
} und um ganz sicher zu gehen, haben wir auch reine Priparate 


') H. Fischer, Diese Z. 98, 80 (1916). 
*) H. Fischer u. E. Haarer, Diese Z. 204, 101 (1932). 
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nochmals vergleichend umkrystallisiert. Die Krystallform yx 
restlos identisch (vgl. die Fig. 3 und 4), auch Schmelzpunkt un( 
Mischschmelzpunkt waren gleich. 

Als einziger Unterschied bleibt eine geringe Ditferenz jy 
Schmelzpunkt. Reinster Uroporphyrinester I schmilzt bei 301° 
beim Uroporphyrin aus Muschelschalen war der héchste }j 
jetzt beobachtete Schmelzpunkt 287°. Jedoch erwies sich ein (Ge. 
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Fig. 3. Uroporphyrin (Petry) Fig. 4. Konchoporphyrin. 


misch von gleichen Teilen Uro- und Muschelporphyrin bei de: 
Adsorptionsanalyse als nicht trennbar, und auch durch Adsorptions- 
analyse war eine Verunreinigung im Uroporphyrinester aus 
Muschelschalen nicht nachweisbar. 

Beim Zusammenfassen aller Beobachtungen und insbesondere 
unter Beriicksichtigung der Tatsache des Entstehens der carboyy- 
lierten Hiimatinsiiure aus Muschelschalenporphyrin kann an de 
Identitiit der beiden kein Zweifel sein. 


Versuche. 


Chromatographische Adsorptionsanalyse mit natiirlichem Uro- 
porphyrin (Petry). Ein Priparat Uroporphyrin (Petry) (Schmelzp. 286°) wurde 
chromatographisch untersucht. Das Porphyrin wird in Methylalkohol—Chloro 
form 1:1 gelést, so daB man eine méglichst konzentrierte Lésung erhiilt. 
In einem Chromatographierrohr hat man sich eine Talkumsiiule durch Aut 
schwemmen des Talkums in CH,OH-CHC\l, 1:1 hergestellt. Das Talkum war 
vorher durch intensives Waschen mit Chloroform und Methylalkohol gercinizt 
worden. Das Porphyrin wird von dem Talkum in einer einheitlichen ros: 
gefiirbten Zone adsorbiert. Entwickelt man jetzt mit reinem Chloroform. 
so bilden sich sch6ne Zonen aus. Oben bleibt eine diinne braunrote Zone. 
dann entsteht eine véllig weiBe Zwischenschicht, wiihrend der rosa gefiirbte 
Anteil jetzt nach unten gewandert ist. Die Spektren der braunroten oberen 
und der rosa gefiirbten unteren Zone waren in Pyridin—Ather identisch. 
Man entwickelt nun so lange, bis der untere Porphyrinanteil véllig durch 
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| arf die “dule getrieben ist. Das Porphyrin dieser Zone krystallisierte beim f 
| und pe Linengen in haarformigen Nadeln. Der Schmelzpunkt lag jetzt aber bei 
t (| ; : , e 


9) 302° unkorrigiert. 

Diese bei 300—302° schmelzende Fraktion wurde wieder in Chloroform- 
Z WE \ethylalkohol 1:1 gelést und nochmals unter g¢leichen Bedingungen an 
501° einer Talkumsiiule adsorbiert. Entwickelte man mit reinem Chloroform, so 
entstanden keine Zonen. Das gesamte Porphyrin wurde durch die Siiule 
vetrieben und der erste und letzte Anteil getrennt aufgefangen. Beim Ein- 
engen krystallisierte das Porphyrin in hell-kupferrot gefirbten haarférmigen 
/Nadeln. Schmelzpunkt des roten Anteils: bei 298° Schwarzfiirbung, bei 
303° durebgeschmolzen. Der letzte Anteil gleichermaBben behandelt, ergab 
‘ebenfalls einen Schmelzpunkt von 302—303°. Diese Porphyrinfraktion war 
jetzt also vollig einheitlich. 


Isolierung des Porphyrins der braunroten Zone. Um den Bestand 
teil der braunroten Zone zu isolieren, wurde eine griBere Menge des Uro- 
| porphyrins Petry chromatographiert. Als Lisungsmittel wiihlt man beigriberen 
' Mengen besser 70°/, CHCl], und 30°/, CH,OH. Schon bei der Adsorption 
yeigte sich die Bildung der braunroten Zone. Beim Entwickeln mit Chloro- 
form bildete sich ein priichtiges Chromatogramm. Es wurde ein Rohr von 
3cem Durchmesser und 35em Lange verwandt. Die braunrote Schicht war 
Puach dem Entwickeln 8 cm breit, dann folgte eine weibe Zwischenschicht 
-von 4em Linge und dann kam die rosa gefiirbte Zone. 
Der Durchlauf der unteren Zone zeigte einen Schmelzpunkt von 302°. 
Das Porphyrin ist in Essigester vollig unléslich. 
| dler : Die braunrote obere Schicht wird mit Eisessig liingere Zeit auf der 
ONS- MH Schiittelmaschine geschiittelt, der Eisessig nach dem Filtrieren mit der 
aus @ stachen Menge Wasser verdiinnt und mit Essigester ausgezogen. Das Por- 
_phyrin geht quantitativ in Essigester. Dieser wird siiurefrei gewaschen und 
(durch wiederholtes Filtrieren getrocknet. Man engt bis auf 4 cem ein und 
-ventrifugiert. Kleine Talkumteilchen, die durch Filtrieren nicht entfernt 
OX)- @ worden sind, setzen sich ab. Man dekantiert vorsichtig und engt weiter 
der JF cin. Das Porphyrin krystallisiert in den charakteristischen veriistelten haar- 
‘tirmigen Nadeln. Der Schmelzpunkt lag bei 261° bei starker vorheriger 
| Schwarzfiirbung. Der Mischschmelzpunkt mit dem Uroporphyrin III (Priiparat 
Waldenstrém), Schmelzp. 257°, lag bei 257°, also keine Depression. 


Ure. 2,4-Dimethylpyrrol -3-bernsteinsauredimethylester. Die Dar 
‘tellung des Esters aus der entsprechenden Siiure gelang trotz zahlreicher 


dere 


ns Versuche nicht. Durch Kondensation des Acetylendicarbonsiiuredimethyl- 
palt. @ “ters sollte der Ester direkt dargestellt werden. Jedoch kondensierte der 
Aut. IE ¢¢tylendicarbonsiuremetbylester unter keinen Bedingungen mit 2, 4-Dimethy]- 
war 0) C2rbithoxypyrrol. Es wurden stets die beiden Komponenten wieder isoliert. 
inigt & 3.3’, 5,5’-Tetramethylpyrromethen-4,4’-dibernsteinsaure (Il). 2 ¢g 
rosi  2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiure werden in 7 ccm 100°), igem Eisessig gelést 
orm, @ "1d 0,4 cem 100°,,ige Ameisensiiure zugegeben. Man erwiirmt 40 Minuten 
one, J nm siedenden Wasserbad. Das Methen krystallisiert bereits beim Erwirmen 
irbte #0 priichtigen hellgelben Nadeln aus. Ausbeute 1,5 g. Entspricht 70°/, d. Th. 
eren # as Methen ist auBerordentlich hygroskopisch und es gelang nicht mit den 
isch. #% Lormalen Methoden der Mikroanalyse eine stimmende Analyse zu erhalten. 


urch #% Durch Anwendung des von Dr. J. Unterzaucher, T.-H. Miinchen, 
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konstruierten Hochvakuum-Mikroexsiccators gelingt es jedoch, die Subst 
wirklich wasserfrei zur Verbrennung zu bringen. Zur Analyse wurde y 


Kisessig umkrystallisiert und bei 80° im Vakuum getrocknet, Schmelzp. 29% 


unter Zers., bei 205° beginnende Verfiirbung. 


4,895 mg Subst. — 0,225 mg Abnahme = 4,670 mg Subst. (bei 80° i, 


getr.): 10,000 mg CO,, 2.425 mg H,0O. 2,950 mg Subst.: 0,196 ecm \ 
(19°, 717 mm). 
C,,H.,O,N. (432,17) Ber. C 58,81 H 5,59 N 648 
Gef. ,, 58,40 ,, 5,81 ,, 6,26. 


Durch analoge Reaktion miibte bei Verwendung von Formaldehyd st; 
Ameisensiiure das entsprechende Methan entstehen. Es traten jedoch » 
starke Schmieren auf, die sich nicht zur Krystallisation bringen lieBen. 


3,3’, 5,5’- Tetramethylpyrromethen -4, 4’ - dibernsteinsauremethy 
ester. Das Methen (II) wird in Methylalkohol aufgeschlimmt und 1 
iitherischer Diazomethanlisung versetzt. Man libt iiber Nacht stehen. Beiy 
Einengen krystallisiert der Dimethylester in hellgelben Nadeln. Zur Analy 
wiederholt aus Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 151°. Grol 
gelbe Prismen. 


1,994 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 9,157 mg AgJ. 3,980 mg Subst 
0,207 cem Ny, (25°, 724 mm). vo 
C,;H3,0,N, (488,24) Ber. 4 OCH, 25,39 N 5,78 
Gef. ” 24,22 », 5,68. 


3,3, 5,5’-Tetramethylpyrromethen-4’-bernsteinsaure. Durch Kw 
densation von 2,4-Dimethylpyrrol-5-aldehyd mit 2,4-Dimethylpyrrol-3-ben 
steinsiiure sollte obiges Methen dargestellt werden. 0,6 g Aldehyd und | 
Bernsteinsiurepyrrol werden in 4 ccm Eisessig mit einigen Tropfen 48 °/, iges 
Bromwasserstoff-Eisessig auf dem siedenden Wasserbad erwiirmt. Nac! 
einiger Zeit krystallisiert das Methenhydrobromid aus, Schmelzp. 251° unte 
Zers. Der Schmelzpunkt des 3,3’, 5, 5’-Tetramethylpyrromethen-hydrobromit 


liegt ebenfalls bei 251°, Die Analyse bestitigt, da8B tatsiichlich durch Selbs: aw 
° ° : ° Blande 
kondensation der Aldehydkomponente ausschlieBlich dieses Methen entstanda, batter 


war. Zur Analyse wurde mehrfach aus Eisessig unter Zusatz einer Spu 
von Bromwasserstoft—Eisessig umkrystallisiert. 


5,205 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 10,55 mg CO,, 2,805 mg H, 0. 


4,048 mg Subst.: 2,735 mg AgBr. — 3,012 mg Subst.: 0,266 cem N, (: 

728 mm). 

C,3H,,;N,Br (280,91) Ber. © 55,53 H 6,05 N 9,96 Br 28,54 
Gef, ,, 55,52 ,», 6,03 5» 9,79 yy 28,50 
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In zahlreichen Ansitzen wurde versucht, die Selbstkondensation de’ 


Pyrrolaldehyds zu vermeiden und das gewiinschte Methen (III) zu erhalten 


2810 


Dies gelingt, wenn man nur kurz auf dem Wasserbad erwirmt, rasch aby 


kiihlt und dann erst Bromwasserstoff-Eisessig hinzufiigt. 


0,6 g Aldehyd und 1 g Bernsteinsiure-pyrrol werden in 4 cem Eisess 


1 Minute : oa dem siedenden Wasserbad erwirmt, rasch auf Zimmertemperatu\® 
abgekiihlt und dann erst Bromwasserstoff- Risessig zugegeben. Das Methen 
hydrobromid (III) krystallisiert in schénen Nadeln, die sich aus Eisessii de 
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Substajfipter Zusatz von Bromwasserstoff—Eisessig leicht umkrystallisieren lassen. 
vurde yfehmelzp. 229° unter heftiger Zersetzung. Die Analyse zeigt, dab nun weit- 
elzp. 22\MMphende Kondensation zu dem Methen (III) eingetreten ist. 

1,700 mg Subst. (bei 80°i.V. getr.): 8,940 mg CO,, 2,325 mg H,O. 
. 80° i132 mg Subst.: 0,218 cem N, (24°, 717 mm). — 3,977 mg Subst.: 1,996 mg AgBr. 
| ) °C y ~ ‘ ~ yY ow ~ 

rte p,.H.,0,.N,Br (396,91) Ber. C 51,39 H 5,27 N7,05 Br 20,13 













i Gef. ,, 51,88 5» 9,54 99 2,05 » 21,86. 
26. 3,3’, 5,5’-Tetramethyl -4- athylpyrromethen -4’-bernsteinsaure (IV), 
hyd sty? Methen (IV) sollte aus 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinséure und 2,4-Di- 
doch " pethyl-3-iithylpyrrol-5-aldehyd dargestellt werden. Wie bei den vorher- 
eBoy, [eenenden Kondensationsversuchen trat aber auch hier Selbstkondensation 


ies Aldehyds ein, die sich nicht zuriickdringen lieB. 0,8 g Aldehyd und 
|) g Bernsteinsiiurepyrrol werden in 1,5 cem Eisessig 15 Minuten auf dem 
‘asserbad erhitzt, dann gibt man etwas Bromwasserstoff—Eisessig zu und 


N. Dest erkalten. Das Hydrobromid (V) krystallisiert in schénen Nadeln. Zur 
Analjs Analyse aus Eisessig unter Zusatz von Bromwasserstoff—Eisessig umkrystal- 


fsiert. Kein scharfer Schmelzpunkt, bei 182° beginnende Verfirbung und 
mersetzung. 

y Subst 4,822 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,640 mg CO,, 120 mg H,O. — 
4380 mg Subst.: 2,403 mg AgBr. — 2,898 mg Subst.: 0,207 cem N, (24°, 
724 mm). 


C,..H,,N,Br (337,102) Ber. C 60,51 H 7,46 N 8,31 Br 23,72 


th Kor Gef. ,, 60,18 y 5 1,82 » 28,85. 
-3-bem 














wad ie 4-Methyl - 2 - carboxyl -5-carbathoxypyrrol -3- bernsteinsaure-di. 
0) «,amethylester (VI). 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiiure werden 
7 ph 150 cem absolutem Ather aufgeschliimmt und langsam mit 6,2 ecm Sul- 
wil furylchlorid unter stetem Schiitteln tropfenweise versetzt. Die Temperatur 
bromide hierbei auf 25—30° steigen. Man 1éBt dann 56 Stunden im Eisschrank 
Solhseetchen, dampft den Ather bei Zimmertemperatur im Vakuum ab. Der ent- 
sie sandene a-Trichlorkérper hinterbleibt als briiunliche Schmiere. Zur volligen 

Entfernung von Sulfurylehlorid wird im Exsiccator iiber Atznatron ge- 
trocknet. Die Schmieren werden auf freier Flamme mit 100 cem und dann 
Smal mit je 800 cem Wasser nacheinander ausgekocht. Man dekantiert 


0 


20. —Bjedesmal von den iibrigbleibenden Schmieren ab. Nach einigem Stehen im 
|, (22'Bisschrank krystallisiert die schneeweibe Séiure (VI). Man filtriert ab und 


engt weitgehend ein, es krystallisiert dann noch ein betriachtlicher Teil der 
28 4fSiure aus. Ausbeute insgesamt 5,5 g. Zur Analyse aus Methylalkohol- 
28,5( Wasser umkrystallisiert. Flache, farblose Rhomben. Schmelzp. 146°. 


on de 4,640 mg Subst. (bei 50°i. V. getr.): 8,965 mg CO,, 2,360 mg H,O. — 
haltenf2,510 mg Subst.: 0,102 cem N, (24°, 714 mm). 

ch abe CisH,,O,N (841,136) Ber. © 52,76 H_ 5,60 N 4,10 

; Gef. ,, 52.69 »» 5,69 » 3,92. 
1sessifme 

erate 3-Methylpyrrol-4-bernsteinsaure (VII). Die 3-Methylpyrrol-4-bern- 


ethen ff steinsiiure wird aus dem Pyrrol (VI) durch Verseifen und Decarboxylieren 
isessi@ der beiden a-stiindigen Carboxylgruppen erhalten. Durch Behandeln mit 














28 Ifans Fischer und Hans-Joachim Hofmann. 


Alkali im Autoklaven lassen sich die beiden Reaktionen in einer Ope ratio, 
durchfiihren. 

17g Pyrrol (VI) werden in 60 cem 15°/,iger NaOH 5 Stunden 
Autoklaven auf 170—180° erhitzt. (Bei gleichen Bedingungen, aber cing 
Temperatur von 140° erfolgt nur Verseifung aber fast keine Decar)oy 
lierung.) Mit 40°,iger Schwefelsiiure wird bei — 5° bis zur schwach kong 
sauren Reaktion angesiuert. Das ausgefallene Natriumsulfat wird abfiltrie 


und das Filtrat sofort 4mal mit je 250 ccm Ather ausgeiithert, das Na,\\— 
ebenfalls mit Ather gewaschen, um noch anhaftende 3-Methyl-4-bernstej, 


siiure zu entfernen. Der Ather wird mit Na,SO, getrocknet, eingeengt i, 
der Rest im Exsiccator abgesaugt. Ks hinterbleiben braune ziihe Schmiere 
Da aus diesen Schmieren die 3-Methylpyrrol-4-bernsteinsiure nur = schwy 
zur Krystallisation zu bringen ist, wird sofort zum Ester weiterverarbeite 


3-Methylpyrrol-4-bernsteinsaiuredimethylester (VIII). Die bei dy 
Darstellung des Pyrrols (VII) erhaltenen Schmieren werden in Methylalkoh, 
gelost und mit 2 Liter itherischer Diazomethanlésung, bereitet aus 3; 
Nitrosomethylharnstoff, versetzt. Wenn alles verestert ist, wird der Athe 
bei 20—30° im Vakuum abgedampft. Es bleiben Schmieren zuriick, (i 
sich nicht zur Krystallisation bringen lassen. Sie werden deshalb de 
Destillation im Vakuum unterworfen. Bis 150° bei 11 mm He sublimiera 
weiBe Krystalle, die sich aus Wasser leicht umkrystallisieren lassen. (De 
KGrper wird weiter unten niiher beschrieben.) Bei 180—190° und 11 mm I; 
destilliert der gewiinschte Ester als hellgelbes Ol iiber. Beim Stehen i: 
Kiltemischung erfolgt Krystallisation. Ausbeute aus 17g Pyrrol (VII) 9,5¢ 
reiner Ester (VIII). Der Ester ist ebenso wie die freie Siiture sehr wasser: 
léslich. Zur Analyse wurde wiederholt aus einem Gemisch von 7 cem H,!) 
und 3 ccm Methylalkohol umkrystallisiert. Da sich der Ester jedoch ot 
dlig abscheidet, muB diese Operation hiiutig wiederholt werden. Weil 


makroskopische Prismen, Schmelzp. 58°. 


4,060 mg Subst. (bei 20° i. V. getr.): 8,720 mg CO,, 2,410 mg H,0. 


2,963 mg Subst.: 0,180 cem N, (23°, 694 mm). — 3,660 mg Subst.: 7,370 mg Ag! 
C,,H,,0,N (225,10) Ber. C 58,64 H 6,70 N 6,21. 2OCH, 27,5 
Gef. ,, 58,58 ,, 6,64 ., 6,40 m 24,60. 


Nebenprodukt bei der Vakuumdestillation des 3-Methy]pyrrol 
4-bernsteinsauredimethylesters. Das bis 150°, 11mm Hg sublimiert 
weibe krystalline Nebenprodukt wurde niiher untersucht. Aus Wasser ui: 
krystallisiert lag der Schmelzpunkt bei 171° ohne Zersetzung. Dure! 
wiederholte Sublimation im Vakuum erhéht sich der Schmelzpunkt nicht. 
Die Ehrlichsche Reaktion ist in der Kilte und in der Wiirme negativ. 
Nach nochmaligem Behandeln mit iitherischer Diazomethanlésung bleibi 
der Schmelzpunkt unveriindert 171°. Es kénnen also keine freien Carb: 
oxylgruppen mehr enthalten sein. Die Analyse ergab die Bruttoforme 
(C,H,ON),, die Molekulargewichtsbestimmung 171, 163. Dieses Molekular: 
gewicht wiirde dem Faktor x = 3 entsprechen, d. h. C,H,O,N, = 171. 


Auch dureh Zinkstaub- Destillation 
Ehrlichsche Reaktion zu erzielen. 


gelang es nicht, eine positiv' 





(IX). 


Bei 7 


eine | 


5 Stur 


in 5 @ 


bei o 
ungel 
mit A 


wird 


ppez0g 
Piithylr 
F gering 
| Decar 
} haupt 


Fund ¢ 
3 kr} st 


aus. 


die Ce 


Lers. 


Dror 
Dedeved 


lichen 


| Ham: 
P(11 m 


130 


folgte 


Methy 
ratuu 


sehr 








Peratiok 


1d n In 


er Cine 


rarhox 
1 kong 


btil trie, 


NaS) 


rnstejp. 
net Up 
mM lerey 

schwe 
arbeitet 


bei de 
lalkoh 
us Bde 
i Ather 
ck, clic 
lb der 
imiere) 

(Der 
min He 
hen iy 
[) 9.5 ¢ 
Wasser: 
m H,\ 
rch of 


Weil 


[,0. 
o Ag) 


ae 


V Os 


4 60, 


yrrol 
miert 
or Uli: 
Dure! 
nicht. 
gratly, 
bleibt 
(Carb: 
forme! 


kular- 


ysitivi 





( ber die Konstitution des Uro- und Muschelschalen-porphyrins. 29 


1.442 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 6,710 mg CO,, 2,093 mg H,O. 
3,038, 8,078 mg Subst.: 0,676 (18°, 712 mm), 0,689 (20°, 711 mm) cem N,. 
CysH,O,N, (171) Ber. C 42,10 H 5,26 N 24,56 
Gef. »» 41,20 » tT »» 24,45 
OCH,-Bestimmung negativ! ,, 24,40. 


Die Konstitution dieses Kérpers ist noch unklar. Da ihnliche Kérper 
des ifteren bei Veresterung mit Hilfe von Diazomethan auftreten, mub 


‘dieses bei der Reaktion hauptsiichlich beteiligt sein. Wir hoffen, iiber den 
/bzw. diese Kérper bald Niiheres berichten zu kénnen. 


Oxydation von 3-Methyl-2,5-dicarboxylpyrrol-4-bernsteinsaure 
(IX). 2,65 ¢ des Pyrrols (LX) werden mit 50 eem 40°/,iger H,SO, versetzt. 
Bei Zimmertemperatur libt man tropfenweise unter starkem Turbinieren 


Feine LOsung von 3 g Chromsiiureanhydrid in 15 cem H,O zuflieben. Nach 
'5Stunden Turbinieren gibt man nochmals 1 g Chromsiiureanhydrid geldést 


in 5 com H,O zu, turbiniert noch 2 Stunden weiter und libt dann 12 Stunden 


E bei gewohnlicher Temperatur stehen. Es bleibt wenig Ausgangsmaterial 
‘ungelést zuriick. Man filtriert ab und wiischt den Riickstand einige Male 
‘mit Ather, um etwaige carboxylierte Hiimatinsiiure (X) zu lésen. Das Filtrat 
‘wird mit Ather extrahiert. Der Ather wird mit verdiinnter Sodalésung aus- 


gezogen. Er entfiirbt sich vollig und kann nur etwa entstandenes Methyl- 


‘ithylmaleinimid enthalten. Beim Einengen wurde jedoch nur ein sehr 
fgeringer Riickstand von’ Methylithylmaleinimid erhalten. Line villige 
| Decarboxylierung der Bernsteinsiiure bei der Oxydation ist also fast iiber- 
Phaupt nicht eingetreten. 


Die Sodalésung wird bis zur schwach kongosauren Reaktion angesiiuert 


und erschépfend mit Ather extrahiert und dann der Ather eingeengt. Es 
krystallisiert etwa entstandene Hiimatinsiiure und carboxylierte Himatinsiiure 
‘aus. Durch hiiufiges sorgfiiltiges Umkrystallisieren aus viel Ather liBt sich 
| die carboxylierte Hiimatinsiiure jedoch rein erhalten. Schmelzp. 195° unter 
/ers. Krystallform: WeiBe rhombische Pliittchen. 


3,950 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 6,230 mg CO,, 1,365 ng HO. 
628) me Sabst.: 0,207 eem N, (24°, 719 mm). 


CysH,O,N (227,07) Ber. C 47,56 H 4,00 N 6,17 
Gef. ,, 47,86 , 4,30 ,, 6,28. 


Der Mischschmelzpunkt mit carboxylierter Hiimatinsiiure aus_natiir- 


lichem Uroporphyrin (Schmelzp. 185—186") ergab eine Depression auf 164°. 


Vergleich der analytischen und synthetischen carboxyliertep 


| Hamatinsaure bei der Sublimation. Beide Siuren werden im Vakuum 
(llmm Hg) langsam erhitzt. Bei der natiirlichen Siiure sublimierte bei 


180--150° Himatinsiiure, Schmelzp. 112°. Bei der synthetischen Siiure er- 


tolgte unter gleichen Bedingungen keine Sublimation. 


Beim raschen Erhitzen auf 260° sublimiert bei der analytischen Siiure 


Methylithylmaleinimid. Die synthetische Siiure zeigte bei gleicher Tempe- 


nitur keinerlei Sublimation. 
Wichtig ist jedoch, daB zu diesen Vergleichen durch Sublimation nur 
‘chr reine synthetische Siiure verwandt wird, damit nicht etwa bei der 












3() Fischer u. Hofmann, Konst. des Uro- u. Muschelschalen-porph vr. 


Oxydation in 40°/,iger Schwefelsiiure mit Chromsiure durch Deearboyy§ 


lierung entstandene Hiimatinsiiure den Befund filschen kann. 


Oxydation von Uroporphyrin aus Muschelschalen. 146 mg Muse} 


schalenporphyrinester werden zwecks Verseifung in 5 cem n-NaOH 8 Stunde 
auf dem Drahtnetz gekocht. Unter Eiskiithlung wird mit verdiinnter Schwefuf 
siiure neutralisiert und dann mit soviel konzentrierter Schwefelsiiure verset;§ 


daB die Lésung 40°/,ig wird. Unter Turbinieren werden dann 0,18 g Chroy 
trioxyd, gelést in 3ccm Wasser, tropfenweise bei 0° eingetragen. Na 


dem Eintragen wird noch 2 Stunden weiter turbiniert und dann 15 Stundafh 
stehen gelassen. Die stark schwefelsaure Lésung wird ohne zu verdiinna§y 


12 Stunden mit Ather extrahiert. Der Ather wird mit verdiinnter Sodalisu: 


ausgezogen. Im Ather hinterbleibt keinerlei Basenfraktion. Die Sodalisuy, 
wird angesiuert und nochmals 12 Stunden mit Ather extrahiert. Der Atha§ 


wird mit wenig Chlorcalcium getrocknet und eingeengt. Der Riickstau 
wird mehrmals aus Aceton—Ather umkrystallisiert. Schmelzp. 176°. 
1,466 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 2,581 mg CO,, 0,640 mg H,0. 
C,H,O,N (227) Ber. C 47,56 H 4,00 Gef. C 48,02 H 4,89, 
Der Mischschmelzpunkt mit carboxylierter Himatinsiiure aus Ul) 
porphyrin (Petry) vom Schmelzp. 184° lag bei 182°. 


Versuch einer chromatographischen Trennung von Uroporphyri: 
(Petry), Schmelzp. 302° und Muschelschalen-porphyrin. Je 10 mg tu 


beiden Porphyrine werden in einem Gemisch von Chloroform-Methy! 


alkohol (1:1) gelést und an Talkum adsorbiert. Beim Entwickeln nif 


Chloroform konnte kein Chromatogramm erhalten werden. 
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Synthese einer Tetramethyl-porphin-tetraessigsaure ’). 


Ein Beitrag zum Konstitutionsproblem des Uroporphyrins. 


Von 


Hans Fischer und Adolf Miiller. 
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(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinehen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1%. Dezember 1936.) 


Uro- und Koncho-porphyrin miissen auf Grund der analytischen 


Untersuchung Porphin-1,3,5, 7-tetraessigsiiure-2, 4, 6, 8-tetrapropion- 


siure sein. Der definitive Beweis muB auf dem Wege der Syn- 
these erbracht werden. NaturgemiB wird die Synthese des oben 
‘genannten Porphyrins auf groBe Schwierigkeiten stoBen; denn 
Essigsiiure-pyrrole sind zwar bekannt, aber relativ unstabil, und 
es lag deshalb nahe, zuniichst einmal iiberhaupt ein Essigsiiure- 
porphyrin zu synthetisieren, um zu sehen, ob im Porphyrin- 
verband dann diese Seitenkette stabiler wiirde; denn Uropor- 
_phyrin ist ja gar nicht leicht zu Koproporphyrin zu decarboxy- 
lieren, wihrend, wie F. Feist?) festgestellt hat, Pyrrol-2,4-diessig- 
siiure-3,5-dicarbonséure beim Erhitzen iiber den Schmelzpunkt 


| 2.4-Dimethylpyrrol gibt. 


Aus der Literatur waren zwei Pyrrole mit /-stiindiger Hssig- 
siuregruppe, die 2,5-Dimethyl-3-carboxypyrrol-4-essigsiiure *) und 
lie 2,4-Dicarboxy - pyrrol-3,5-diessigsiure*) bekannt. Letztere 
entsteht aus Isonitroso-acetondicarbonsiiure-ester und Aceton- 
dicarbonsiure-ester (1:1) bei Reduktion mit Zinkstaub in Kis- 
essig. Analog wurde aus Isonitroso-acetondicarbonsiiure-methy|- 
ester und Acetessigester ein 2-Methyl-3-carbithoxy-5-carbmethoxy- 
pyrrol-4-essigsiiure-methylester (I) aufgebaut: 


5c, 0OC—CH, O—C—CH,COOCH, H.C,Q0O0C,——, CH, COOCH, 
Zn- i I 
bs fisessig?” «©—S HH, C ICOOCH 
Hisessig gV KI, 
H,C—C=0 HON=C—COOCH, Nit 


') 42. Mitteilung zur Kenntnis der Porphyrine: 41. Mitteilung, vgl. die 
vVoranstehende Mitteilung. *) Ber. chem. Ges. 35, 1557 (1902). 

) L. Knorr, Ber. chem. Ges. 19, 48 (1886). 

') I. Feist, Ber. chem. Ges. 35, 1556 (1902). 
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Dieses Pyrrol liBt sich aber ebensowenig wie seine (rej 
Siure, die mit 1/, Mol Krystallwasser krystallisiert, bromicre,f Dim 
Zur weiteren Charakterisierung der freien Siure wurde auch deff geift 
‘T'rimethylester dargestellt. 

Nahe lag es, analog der Synthese der Kryptopyrrol-car}oy,.f 
siiure in (I) den #-Carbithoxy-Rest abzuspalten, um dann nacl.f 
triiglich durch Kinfiihrung des Formylrestes, Kondensation if 
Malonsiiure usw., den Propionsiiure-Rest einzufiihren. Diese Ve. Scht 
suche sind bis jetzt nicht gelungen, werden jedoch fortgesety, Ban 

Weiterhin kam in Frage 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-3-acetif& gom 
nitril-pyrrol (II): 

H,C;——,CH,CN 


| II | I] statt CH,CN:  CH,COOH 
H,C,00C\_ CH, und statt COOC,H,: COOH. 
NH 


Dieses Pyrrol wird nach H. Fischer und M. Neber!) au 
2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-3-aldehyd dargestellt durch Kou 
densation mit Nitromethan, Reduktion mit Aluminiumamalgauf 
zum Oxim und Abspaltung von Wasser zur Acetonitril-Gruppe 
eine ganz allgemeine Methode zur Einfiihrung der Kssigsiiure. 
Gruppe in die #-Stellung. Das Acetonitril-pyrrol liBt sich i 
wiBrigem Alkali glatt verseifen zu einer 2,4-Dimethyl-5-carbovw- 
pyrrol-3-essigsiiure (III), die durch ihren Dimethylester charak- 
terisiert wurde. 

Zum Aufbau eines Porphyrins erwies sich das Acetonitri-§ 
pyrrol (IT) am geeignetsten. In Ather gelést und mit der be-Myocen 
rechneten Menge Brom—Kisessig (2:1) versetzt, entsteht quant-—R4.4’-] 
tativ ein farbloser Monobrom-lkérper (LV). ii 

Lift man die Mutterlaugen dieser [romierung % Wochen_ stehe Boso 
krystallisiert noch ein zweites Produkt aus, das mehr Brom enthilt. Diefh),; g 
Konstitutionsaufklirung steht noch aus. : 






Der Bromkérper wurde in Wasser verkocht; dabei resultier'f 
unter Abspaltung von Formaldehyd*) der 4,4’-Dimethyl-3.5-By 





dicyanmethyl-pyrromethan-5, 5 ’-dicarbonsiiure-iithylester (V): DD urc 

H,C:——,CH,CN H,C,;—CH,CN NCH,C-—,CH, [ilko! 
jv =" | | 4 

H,C,00C\_ JCH,Br H,C,00C._ _} OH, \ 2Co0c,t . 

Mit NH V NH verbl 

stall 


') Liebigs Ann. 496, 14 (1932). | 

*) Bei der Verkochung der 2- Brommethy!-4-methyl-5-carbiithoxy-pyrro: & 

3°/, als Urotropin nachgewiesen werden. RH. Fi 
Ho 


‘ 


’-propionsiiure konnte dieser zu 
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e lreiff In waBriger Natronlauge wird der Ester (V) zu einer 4,4’- 
micreyf\ Pimethyl-5, 5 ’-dicarboxy-pyrromethan-3,3’-diessigsiure (VI) ver- 
ich de Pgeilt: 

H,C CH, ,COOH HOOCH, 2 cae 
carbon HOOCL__!! CH, ——— coon 
1 nacl.& NH VI Na 
on iif Mit Diazomethan gibt sie einen ‘T'etramethylester vom 


se Ver ‘Schmelzp. 204°. Aus der Pyrromethan-diessigsiiure (VI) erhilt 
SeSCU I nan in Ameisensiiure beim Durchleiten von Luft ein Porphyrin (VII), 
actif dem folgende Konstitution zukommt: 










H,c—= ese HOOCH,C,——,CH, 
nn a CH | J 
. N Nit \ 
VII HC CH 
\ NH N 
r?) ans “, CH uk 
h Kot | 
nalgan ie H,C- — HOOCH,C CH 
3 


fund das sich durch auBerordentliche Schwerléslichkeit in Ather, 
‘Chloroform, Essigester und Dioxan auszeichnete. Es wurde des- 
‘halb sofort die Ameisensiure im Vakuum abgedampft und mit 
Nithylalkoholischer Salzsiure der Ester dargestellt, der dann iiber 
‘Ather aufgearbeitet werden kann. 

Das gebildete Porphyrin erwies sich nicht als einheitlich. 


rTUppe 
ySiure- 
ich i 
rbox- 


harak- 


mars Dies steht in Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen bei ana- 
er be jogen Synthesen. So wurde bei der Synthese des Kopro-porphyrins II aus 
juanti(& 4,4'-Dimethyl-5, 5’-dicarboxy-pyrromethan-3,3’-dipropionsiiure durch Um- 
Psetzung in Ameisensiiure neben Koproporphyrin II Koproporphyrin III in 
‘guter Ausbeute isoliert'). Die Ursache ist intermediires Entstehen von 
Opsopyrrol-carbonsiure. Im iibrigen ist der gesamte Reaktions-Mechanismus 
‘bei diesen Synthesen noch nicht véllig aufgeklirt. 


stehe 
t. Di 


a Der Schmelzpunkt des Porphyrins war unscharf. 
— Unter dem Mikroskop waren deutlich zwei verschiedene 
mek ‘Krystallformen zu beobachten, rote Nadeln und rote Prismen. 
‘Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Chloroform—Methyl- 
‘; ‘alkohol gelang es, ein Porphyrin vom Schmelzp. 255° abzutrennen, 
oc. feeas in roten Prismen krystallisiert. Der in den Mutterlaugen 
 Byerbleibende Anteil schmilzt unscharf bei 197—206° und kry- 
Fstallisiert in Nadeln. 


pyrro! '! H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. 458, 119 (1927); 


erdei. RH. Fischer u. J. Hierneis, Diese Z. 196, 159 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 3 
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Das Spektrum des Tetra-essigsiureporphyrins liegt in def 
Mitte zwischen dem des Koproporphyrins und dem des Ung 
porphyrins. Offenbar hat die Carboxylgruppe der Essigsiiung 
Seitenkette einen gréBeren EinfluB auf das ganze Porphinmolekif 
als die Propionséure und damit stimmt auch iiberein, da df 
Methyl-malonsaure-porphin') im Gegensatz zum Bernsteinsiiur. 
porphin*) spektroskopisch nicht identisch ist mit Uroporphyri 

Von groBem Interesse war es nun, ob die Porphin-tetrg 
essigsiure (VII) unter denselben Bedingungen wie das Uropug 
phyrin decarboxylierbar sei. Das ist tatsichlich der Fall. Mp 
1°/,iger Salzsiure 3 Stunden auf 185° erhitzt, entstand ein i 
Natronlauge unldsliches Porphyrin, dessen Absorptionsspektruf 
mit dem des Okta-methylporphins iibereinstimmte. Ebenso lif” 
es mit diesem die Schwerldslichkeit in organischen Lisungsmittdf — 
gemeinsam, wihrend das Essigsiiure-porphyrin in Pyridin spielex§ 
léslich ist. Aus Nitrobenzol ergeben sich kleine prismatischf” 
Nadeln. : 

Um einheitliches Essigsiiureporphin zu erhalten wurde noch” 
ein anderer Weg zur Synthese versucht. Das Acetonitril-pyrrol (l 
wurde mit Ameisensiiture—Bromwasserstoff in die 3,3’-5,5’-Tetni 
methyl-pyrromethen-hydrobromid-diessigsaure (VIII) iibergefihr ? 
Dieses Methen laBt sich aber nur schwer bromieren. Arbeitet ma 1 
in der Siedehitze, dann tritt unter starker Gasentwickelung Vef™ 
schmierung ein. Bei der Temperatur des siedenden Wasserbadaqy 
wird immer nur ein Teil aufbromiert. Dieses so erhaltene te 
weise bromierte Pyrromethen-hydrobromid wurde mit der 5,5’-Die 
brom-4, 4’ -dimethyl-py rromethen- hydrobromid-3, 3 ‘diessigsiiure (Oe »- 
in Brenzweinsiure verschmolzen. Das Pyrr veaten: hydrobromid ([\f 
wurde erhalten aus der Methan- dicarbonsiure(V1) durch Bovine a 
es gibt beim Stehen in wibrigem Ammoniak — wie alle «cf 
Dibrom-methene — £,0-Diimidoporphyrin (bis jetzt nur spektr 
skopisch nachgewiesen). 

Bei der Aufarbeitung der Schmelze zeigte sich, daB das e 
standene Porphyrin quantitativ decarboxyliert war: es war if 
Natronlauge und in organischen Lésungsmitteln unléslich mit Aug 




















nahme von Nitrobenzol. Sein Absorptionsspektrum deckte sic : 
mit dem von Octa-methylporphin. # ‘i 
Bo ie | 
BF all 
) H. Fischer u. P. Heisel, Liebigs Ann, 457, 83 (1927); H. Fisch 
u. R. Siebert, Liebigs Ann. 483, 1 (1930). a 
*) H. Fischer u. E. v. Holt, Diese Z. 229, 93 (1934). 
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in d : HOOCH, CH H,C --CH,COOH 
! 5 | | 

s Une BrH,C\_ <, CH: \y 7 OH,Br 

—— ; VI ie 

moleki i -% H Br 

laB di § — IX 

nsiuree s N NH 

phyrih | i ee a (Br 

n-tetrae H,C-- --CH,COOH HOOCH,C— CH, 
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eln ip a CH - 

ek truz e) / N Wa \ 

nso hee > HC CH 

ee \ NH N 7 

smalttel i \ es, . cH ul 

spielen : | | | 

atischy H,C CH,COOH HOOCH,C——CH, 





le nod r Beim Versuch Tetra-methyl- porphin -tetra-essigsiure - iithyl- 
rrol fn fster in die freie Tetrasiure tiberzufiihren durch Verseifen mit 
_Tetn t Natronlauge, resultierte zwar ein schén krystallisiertes Porphyrin, 
vefiihre ber auch hier waren wahrscheinlich zwei Carboxylgruppen ab- 
tet mae pespalten. 

ig Va 4 Zusammenfassend muf man daher sagen, dab in den Tetra- 
erbad : 1ethyl-tetra-essigsiure-porphyrinen die Carboxylgruppen weniger 
ne tele fest gebunden sind als im Uroporphyrin. In dieser Hinsicht ist 


5, 5’ n Interesse das Oxydationsergebnis von 2,4-Dimethyl-pyrrol- 
re (Lipp carbonsiure-3-essigsiure und 4,4'-Dimethyl-5,5’-dicarboxy-pyrro- 
nid (Lip methan-3,3’-diessigsdure. Diese geben mit Bichromat—Schwefelsiure 
ieru tas noch unbekannte Methyl-essigsiure-maleinimid. Es ist also 


r Essigsiure-Rest im Maleinimid-Kern stabil, ahnlich dem Ver- 
lten der carboxylierten Himatinsiure und wir erblicken in 
esen Versuchsresultaten eine wesentliche Stiitze der Konstitutions- 


le at 


las auffassung des Uroporphyrins als Essigsiure-porphyrin. 

war g. Veiterhin wurde das von EK. Benary’) erhaltene 2-Methyl- 
it Auge cyanmethyl-5-carbithoxypyrrol einer naheren Untersuchung 
te side nterzogen. 


as 


| Analog dem 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol sollte auch hier 
‘die freie @-Stellung reaktionsfahig sein. Das ist aber nicht der 


ll. Reaktionen, die dort glatt gelingen, wie Anlagerung von 
“isc he i 


') Ber. chem Ges. 58, 2218 (1920). 
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Blausiure oder Kondensation 
blieben bei diesem Pyrrol erfolglos. 


Weiterhin wurde versucht, das Pyrrol mit wiBriger Natrop. 


lauge total zu verseifen, was nur unter energischen Bedingunge, 
gelingt. Es entsteht eine 2-Methylpyrrol-4-essigsiure (X), die dure} 
ihren Methylester charakterisiert wurde. 


H,COOCH, a" 7} 
x CH, 


Wit 


an ©) 





don, 


Bei der Verseifung wird also gleichzeitig die cone Carb. 
ithoxygruppe abgespalten, was bewiesen ist durch die in der Kiilte 
positive Ehrlichsche Reaktion und dadurch, daB die gleich 
Verbindung auch durch Verseifung des (schon von Benary her. 
gestellten) 2-Methyl-4-cyanmethyl-pyrrols entsteht. Dieses Pyrrol 
wurde in Eisessig bromiert. Es resultiert nicht das eigentlich 
erwartete Pyrromethen, sondern ein farbloser Monobromkérper (XI, 
Aus Analogiegriinden muff das Brom in q@-Stellung eingetreten 
seiu. Merkwiirdigerweise zeigt das 2-Methyl-4-cyanmethyl-pyrrol 
keine positive Ehrlichsche Reaktion. Erst nach Behandel 
mit Zinkstaub in Eisessig tritt diese ein. Dimerisation konnte 
dazu der AnlaB sein, doch zeigte eine Molekulargewichtsbestimmung 
in Campher eindeutig, daB die Verbindung monomolekular ist. 

E. Benary erhielt durch Kondensation von 2-Methy]-4-cyan- 
methyl-pyrrol mit Formaldehyd ein Pyrromethan, das von uns auch 
aus der 2-Methyl-4-cyanmethyl-pyrrol-5-carbonsiure dargestellt 
wurde. Seine Oxydation zum Pyrromethen mit Eisen-3-chlorid in 
Alkohol, ferner mit Brom in Eisessig gelang nicht. 
pyrryl-iithan entstanden ist, wird noch weiter untersucht. 

In gleicher Weise wie andere «-freie Pyrrole sollte die Ei- 
wirkung von Ameisensiure—Bromwasserstoff auf dem siedenden 
Wasserbad zu dem entsprechenden Pyrromethen fiihren. Es trat 
zwar Rotbraunfairbung auf; doch wurde bei kiirzerer Reaktions- 
dauer immer wieder Ausgangsmaterial erhalten, bei lingerer (etwa 
24 Stunden) trat Verschmierung ein. 

Derselbe Versuch wurde auch mit dem 2-Methylpyrrol-4-essig- 
siiure-methylester unternommen, aber ebenfalls mit negativem Erfolg. 

Ganz merkwiirdig verlief die Kondensation des 2-Methy!- 
pyrrol-4-essigsiiure-methylesters (X) mit Formaldehyd mit und ohne 
Bromwasserstoft. Dabei trat Rotfirbung auf, die bald iiber Violett 
nach Dunkelblau iiberging. Der entstandene gefarbte lorper 


mit Methoxy-methyl-malonestey. 


Ob ein Tetra- § 
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krystallisierte nicht und konnte bis jetzt nicht isoliert werden. 
Kin Pyrromethan wurde nicht erhalten. 

2-Methylpyrrol- 4-essigsiure wurde, mit wasserfreiem Calcium- 
hydroxyd gemischt, auf 200° erhitzt. Es destillierte ein Ol ab, 
‘das intensive Ehrlichsche Reaktion zeigte. In Ather gelést und 
mit einer &therischen Pikrinsiurelésung versetzt, schied sich ein 
in gelben Nadeln krystallisierendes Pikrat aus vom Schmelzp. 91°. 
Dies entspricht dem Pikrat des 2,4-Dimethylpyrrols. Der Befund 
sieht in Kinklang mit dem E. Benarys, der aus dem 2-Methyl- 
j.cyanmethyl-pyrrol durch Destillation mit Atzkali ebenfalls ein 
bei 165—-167° siedendes Ol erhielt, das er als 2,4-Dimethy]- 
yrrol identifizierte. 

Die Versuche, in die freie Methingruppe des Essigsiure- 
haw. Aceto-nitrilpyrrols den Propionsiurerest einzufiihren, werden 
fortgesetzt und wir hoffen, bald iiber die Synthese des Uro- 
porphyrins selbst berichten zu kénnen. 


Versuche. 


2-Methyl -3-carbathoxy -5-carbmethoxy-pyrrol -4-essigsaure-me- 
hylester (V). 17,4 g¢ Acetondicarbonsiure-methylester werden mit 11,7 g Iso- 
anylnitrit nitrosiert unter Zusatz von ein paar Tropfen alkohol. Salzsiiure. 
as Reaktionsgemisch wurde mit 50 ccm Eisessig und '/,, Mol. Acetessig- 
ester versetzt und bei 60—70° 10g Zinkstaub eingetragen. Nach kurzem 
Erwirmen auf dem Wasserbad wurde in Eiswasser gegossen. Dabei scheiden 
sich nach 5 Minuten krystallisierte Flocken aus, die abgesaugt und mit 
Wasser gewaschen werden; Ausbeute 35°/, d. Th. Aus Methanol farb- 
ose, biischelige Nadeln vom Schmelzp. 136°. 


20,81 mg Subst. (b. 70° i. V. getr.): 41,98 mg CO,, 10,35 mg H,0O. 


4.98 mg Subst.: 0,700 ecm N, (20°, 725 mm). 


C,,H,,0,N (283) Ber. C€ 55,18 H6,01 N 4,95 

Gef. ,, 55,02 ,, 5,56 ,, 5,19. 
Freie Siure. Der Ester wurde mit iiberschiissiger 10°/,iger Natron- 
sauge verseift (25°/,ige methylalkoholische oder wiBrige Natronlauge ver- 
reift nicht, zumindest nicht die «-staindige Carboxylgruppe, was die nega- 
ive Ehrlichsche Reaktion anzeigt). Es resultiert eine Siure, die beim 
Ansiiuern aus der wibrigen Liésung in tafeligen, farblosen Nadeln aus- 
Arystallisiert. Ehrlichsche Reaktion in der Hitze positiv. Aus Wasser 
farblose, lingliche Prismen. Schmelzp. 241—243° unter Zers., ab 230° 

sublimation. 


4,680 mg Subst. (b. 70° im Hochv. getr.): 7,885 mg CO,, 1,872 mg H,O. — 
12.5 mg Subst.: 0,81 cem N, (24°, 723 mm). 


C,H,O,N, (227) Ber. C 47,56 H3,96 N 6,17 


CyH,O,N, + #/, H,O (236) Ber. C 45,72 H 4,24 N 5,94 
Gef. ,, 45,66 » 4,48 » Sah. 
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Trimethylester aus der freien Siure mit Diazomethan. Aus Methyl. 


alkohol—-Wasser 1:1 farblose Nadeln. Schmelzp. 118 °. es 
5,268 mg Subst. (b. 90° i. V. getr.): 10,380 mg CO,, 2,610 mg H,0. 
4,508 mg Subst.: 0,221 cem N, (20°, 711 mm). CH: 


C,3H,;0,.N, (269) Ber. C 53,51 H 5,57 N 5,21 
Gef. ,, 53,74 ,, 5,54 ,, 5,84. 


Darstellung von 2,4- Dimety1-3-acetonitril-5-carbithoxy-pyrrif” | 
in gréBeren Ansitzen: 500 g 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-aldehyii F Schme 
werden in 2 Liter absolutem Alkohol gelést und 200 g Nitromethan, sovi 
50 cem gesittigte alkohol. Methylaminlésung zugegeben. Nach 2 Stunden EA Bs 
hitzen auf dem siedenden Wasserbad scheidet sich das gelbe Kondensation./ cael 
produkt aus, das nach dem Erkalten abgesaugt und gleich roh weiteryer Hier 
arbeitet wird. Schmelzp. 231°, Ausbeute 520 g. pF OCG 

Je 60 g 2,4- -Dimethyl- -3-w-nitrovinyl-5-carbithoxypyrrol werden seh 










fein gepulv ert, in 800 cem Ather suspendiert und in eine 3 Liter-Stani[ . 
flasche gegeben, die mit Gummistopfen und aufgesetztem Glasrohr ye. Lathyl 
stépselt wird. Dazu wird aus 30 g Aluminiumgries dargestelltes Aluminiunfe \ me 
amalgam gefiigt und auf einer kriftig wirkenden Schiittelmaschine aufrecl _ 
geschiittelt. Nach 5 Stunden gibt man nochmals 30 g Amalgam zu wife oe 
schiittelt weitere 15 Stunden. gomkry 
Der Al-Schlamm wird abgesaugt (im Ather bleiben harzige Produkt ‘ 
gelést), in einem 4 Liter-Rundkolben in 1 Liter siedenden Sprit eingetraga 3,070 1 
und rasch abgesaugt. Das ganze wird nochmals wiederholt. BC ,.He, 
i 


Der Alkohol wird im Vakuum bei 50° auf 200 cem eingeengt, das au: 
krystallisierte Oximpyrrol abgesaugt und aus Alkohol umkrystallisiert. Auf 
beute 17—20 g, Schmelzp. 176°. é 

Die Darstellung des 2,4-Dimethyl-3-cyanmethyl-5-carbithoxypymof Pyrro: 











aus diesem Produkt folgt genau der von H. Fischer und M. Neber af Alkoh 
gegebenen Methode. F Nach 
2,4-Dimethyl-5-carboxypyrrol-3-essigsaure. 4 g snenutntiegl p10? w 
werden in wiBrig alkoholischer 10°/,iger Kalilauge 2 Stunden unter Riici{ mit ei 
flu8 verseift. Es kann NH, nachgewiesen werden. Die eisgekiihlte Lisuygg Abfilt 
wird angesiiuert und ausgeiithert. Der Ather hinterlaft nach dem Eis rasch 
dampfen 2 g eines gelblichen K6rpers, der sich an der Luft alsbald ziege iy 7 
rot firbt. Schmelzpunkt etwa 121°. » Diazor 
Dimethylester aus der freien Siiure mit Diazomethan. Ebrlic’ 
sche Reaktion in der Hitze positiv. Aus Methanol farblose Prisma ‘anes 
Schmelzp. 136°. aia 
4,615 mg Subst. (b. 60° i. V. getr.): 9,955 mg CO,, 2,685 mg H,0. -% 
3,924 mg Subst.: 0,243 cem N, (21°, 721 mm). 
C,,H,,0,N (225) ser, C 58,71 H667 N 6,23 s/s 
Gef. ,, 58,83 ,, 651 ,, 6,42. 5 2ure. 
2-Brommethyl-4-methyl-3-acetonitril-5-carbathoxypyrrol. 20 % cel 
2, 4-Dimethy]-3-acetonitril-5-carbithoxypyrrol werden mit 80cemgew Shnliches : GuB 1 


Ather angeteigt und dazu 17 ccm Brom-Eisessig (2 cem Br auf 1 cem Ei vithrt 


essig) tropfenweise hinzugefiigt und gut gerithrt. Nach 5 Stunden Stehe vebilde 
wird abfiltriert, gut mit “Ather gewasc hen, bis der Ather farblos - Pb po 
Ausbeute fast quantitativ. Aus Eisessig farblose Nadeln, Schmelzp. 184- . 








Lethy|. 4 
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20,14 mg Subst. (b. 60° i. Hochv. getr.): 34,3 mg CO,, 7,88 mg H,O. — 
2,710 mg Subst: 0,255 eem N, (24°, 713 gp — 4,723 (8, 104) mg Sabin: 
3,000 (1,969) mg AgBr. — 3,011 mg Subst.: 2,521 mg AgJ. 


O YY 
” "CyHisOsNgBr (285) Ber. C 46,32 H 4,59 N 9,83 Br 28,02 

Gef. ,, 46,45 » 4,37 4, 10,15 ,, 27,03, 26,99. 

OC,H; Ber.: 15,79 Gef.: 16,06. 

yy role Nebenprodukt bei der Bromierung. Aus Eisessig farblose Nadeln. 
Idehyi ie )Schmelzp. 223°, 
sowie 5,009 mg Subst. (b. 60° i. Hochv. getr.): 6,302 mg CQO,, 1,225 mg H,O. — 
en Em... T 0 
ation Me 207) DS Subst.: 0,186 ccm N, (21°, 711 mm). — 4,430 mg Subst.: 4,266 mg 
Pia | AgBr. — 4,020 mg Subst.: 2,619 mg HgJ. 

‘Eset. C3480 H247 N657 Br 40,98  OC,H, 12,50. 
Pot | 4,4’-Dimethyl-3,3’-dicyanmethyl-pyrromethan-5, 5’-dicarbonsaure- 
¥ > | athylester. 10 g 2-Brommethyl]-4-methyl]-3-acetonitril-5-carbithoxypyrrol 
ja "werden mit 100 cem destilliertem Wasser im siedenden Wasserbad unter 
ed SRickfluB 4 Stunden lang erhitzt (6fter umschiitteln). Nach dem Erkalten 
mip 'wird abfiltriert, gut mit Wasser gewaschen, getrocknet und aus Alkohol 

7 pumkry stallisiert. ‘Ausbeute 6 g. Aus Sprit farblose Prismen, Schmelzp. 186°. 
odukti 4,628 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 10,80 mg CO,, 2,518 mg H,O. — 
>tragei: 3,070 mg Subst.: 0,390 cem N, (22°, 721 mm). — 3,046 mg Subst.: 3,709 mg AgJ. 

__ #BC,,H,,0,N, (896) Ber. C 6368 H607 N 14,14 OC,H, 22,73 
ae Gef. ,, 63,64 ,, 628 , 13,95 » 23,26. 
. Av 23 

4,4’-Dimethy]l-5,5’- dicarboxypyrromethan- 3,3-diessigsaure. 5 ¢ 
pyrroi i Pyrromethanester werden mit 5g Natronlauge in 35 cem Wasser + 5 cem 
er a Alkohol 6 Stunden auf dem Drahtnetz gekocht, wobei Ammoniak entweicht. 
| Nach Abdampfen des Alkohols wird noch eine Stunde weiter verseift. Bei 
lpynifj 70° wird vorsichtig mit 10°/,iger Schwefelsiure unter Riihren und Reiben 
Rick {% mit einem Glasstab gefillt bis zur schwach kongosauren Reaktion. Nach 
sume Abfiltrieren wird im Exsiccator iiber konzentrierter Schwefelsiure méglichst 
a Ein rasch getrocknet. Ausbeute 4 g. 
ziece Tetramethylester. Aus der freien Siure durch Verestern mit 
' Diazomethan und Ather. Aus Alkohol farblose Nadeln, Schmelzp. 204°. 
lich 
ae | 3,800 mg Subst. (b. 95° i. Hochv. getr.): 8,085 mg CO,, 2,025 mg H,0. 
: 262 mg Subst.: 0,196 cem N, (21°, 715 mm). 
0. C,,H,,0,N. (430) Ber. C5817 H5,99 N 6,45 
; Gef. ,, 58,03 » 3,96 , 6,56. 
5,5’- Dibrom - 4, 4’- dimethylpyrromethenhydrobromid-3,3'-diessig- 
saure. 2g der entsprechenden rohen Dicarbonsiure werden gut gepulvert 

a und in einem 100 cem-Becherglas in 5 cem Ameisensiure gelést. Die Lésung 
che | Wird rasch auf dem siedenden Wasserbad auf 90° angewiirmt und in einem 
i Ei /GuB mit einer Lésung von 2,5 g Brom in 10 cem Kisessig versetzt. Dabei 

toe tihrt man gut mit dem Glasstab durch. Nach 2 Stunden werden die 
Stehe ' ba : ae 
bliut gebildeten Krystalle abgesaugt. Aus Ameisensiiure rote biischelige Nadeln. 


185 





Ab 208° Dunkelfiirbung, kein Schmelzpunkt. 
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4,605— 0,120 Asche = 


CO,, 1,220 mg H,O. — 2,840 mg Subst.: 0,137 cem N, (2! 

3,977 mg Subst.: 4,180 mg AgBr. 

C,;H,,0,N,Br, (527) Ber. C€ 34,14 H 2,84 N 5,382 Br 45,49 
Gef. ,, 34,66 ,, 3,04 » 5,22 » 44,7 


3,3’-5,5’-Tetramethyl-pyrromethen-4,4’-diessigsaure-hydrobromi( 


vanmethyl-5-carbiithoxypyrrol werden mit 20 


/ 


10 g 2,4-Dimethyl-3-cy 
Ameisensiure + 10 cem Bromwasserstoffsiiure (48 °/, ig 
siedenden Wasserbad unter Riickflu’ erhitzt. Nach Erkalten saugt 
die gebildeten Krystalle ab. Aus Ameisensiiure rote Nadeln, Schmelzp. 
1,055 (4,923) mg Subst. (b. 70° i. Hochvy. getr.): 7,530 (9,095) mg 
2,043 (2,410) mg H,O. — 4,050 mg Subst.: 0,254 cem N, (22°, 724 m 
6.305 mg Subst.: 2,990 mg AgBr. 


C,,H,,0,N,Br (397) 
Ber. C 51,42 H 5,29 N 7,05 Br 20,15 
Get. ., 50,64, 50,38 5, 9,64, 5,48 » 6,91 » wets. 


1,4,5,8-Tetramethylporphin - 2,3,6,7 - tetraessigsaure - athyles 


¢ der 4,4’-Dimethyl-5’-dicarboxypyrromethan-3, 3’-diessigsiiure (Roby 
dukt) werden in 250 cem 96°/,igem Ameisensiiure—EKisessig (1 


Auf einem Wasserbad von 45° wird 3 
Luftstrom (CaCl,) durchgeleitet. Eventuell muB die Ameisensiiure erg 


r Riickstand mit 200 cem iithylalkoholischer Salzsiure verestert. 


Der Ester wird in Ather aufgenommen und mit 


rschéptend ausgezogen. Die Salzsiiureliésung wird filtriert und zur Reiniguny 
n macht man mit verdiinnter Natro 


-mal mit Ather ausgeschiittelt. Dann 
lauge alkalisch und treibt in viel Ather (im 
zu vermeiden. Die Autarbeitunge des 


ehehen, da dieser sehr leicht verseift. 


ranzen etwa 5 Liter) um 


Esters muh sehr rasch 


Der Ather wird mit Wasser gev 


lost man in wenig Chloroform und fiillt 
Rohprodukt besteht aus 1,5 g eines Gemisches von Porphyrinen, das 
190—200° schmilzt. Salzsiiurezahl: 


Aus Chloroform-Methylalkoho nd Pyridinsprit rote Nadeln 


Schmelzp. 205° (unscharf). 


10 mg Subst. (bei 100° i. Hochvak. getr.): 11,420 mg CQ,, 2,68 
H,O. 3,330 mg Subst.: 0,248 cem N, (22°, 717 mm). — 2,588 mg Subst 
3,203 mg AgJ. 
CoH ON, (710) Ber. C 67,60 H 6,48 N 7,89 OC,H, 25, 
Gef. ., 67,61 , 6.50 8,13 ¥ 23, 


Durch 6 maliges Umkrystallisieren aus Chloroform-Methanol 
konnten 12 mg eines Porphyrins abgetrennt werden vom Schmelzp. 


das in prachtvollen roten Prismen krystallisierte. 


Spektrum des Tetraessigsiiure-porphyrins im Vergleich zu Kopropor 


phyrin (gemessen in Dioxan). 
Atioporphyrin (Standard): 623,3 mu. 


4,485m¢ Subst. (b. 60° i. Hochy. getr.): 5,699 ny 
(25°, 718 mm), ~ 


ig) 8 Stunden auf de 


Das Eisessig—Ameisensiiure-Gemisch wird im Vakuum abgedam 


schen und abgedampft. Den Riickst 
t mit Methanol. Das entstand: 


ter 


ei suspendiert 


Tage lang unter Riickflub ein trocke: 


7°/iger Salzsiiur 








<j 
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Koproporphyrin-(1V)-tetrameth yleste r 


mm), ~ I. 624,8 IT. 597,8 ITT. 569 IV. 527,3 V. 505,6—484,8 . 
— 495,7 | 
r 45,49 Tetrameth ylporphin-tetraessigsiure-iithylester: 
7 625,4 298 969,7 928,2 OS ,0—48%, 





Ory Py . rn Ss es * ¥ | } T 
20 Die Reihenfolge der Intensitiiten der einzelnen Banden und ibre Di 


ur deni jt jeweils dieselbe: V, IV, I, III, Ii. 


st ina Der Ubersichtlichkeit halber ist ausnahmsweise nur das Maxim 
p. =4 angegeben. 

g COE — des Tetramethylporphin -tetraessigsaure -athyleste: 
min. ~—— Gemisches. 80 mg des Porphins wurden in 10°/,iger Natronlauge 5 Stunde: 


verseift, es geht alles in Liésung. Nach dem Erkalten wurde mit |] 
ausgeflockt, die Flocken abfiltriert und aus Pyridin umkri 

\usbeute 20mg. Schone, rote abgeschriigte Prismen v Schmelzpunk 
10°, Die Analyse ergibt, dab 2 Carboxy lgruppen abgespalten 


},912—0,020 Asche = 3,892 mg Subst. (bei 120°. H 


‘teste - i : 
lester s 2,130 mg H,0O. 2,473 mg Subst.: 0,226 ecm N 


‘ohpr . > ' 
.: geht oN: {QUIS Ber CU 64,29 L 5, \ 
naiert ~ . : 
sohtagU,N, Ber. ., 70,65 » Hoe : 
ckener : ; £ 


Get. ee 
rea 


lampft Octamethylporphin aus Tetramethyl porphi n - tetraessigsau 
athylester. 30 mg des Porphins wurden mit 50 cem | er § ! ; 
zsiuef® Bombenrohr 3 Stunden aut 185° erhitzt. Nach IE a 
niguog— Lisung von schwarzen harzigen Bestandteilen abfiltriert und mit ‘ 
2 f das Porphyrin amie. Die Flocken waren in | 7 
1 Aus gebriuchlichen Lésungsmitteln unléslich. In Nitrobenze 
th gt Spektrum identisch mit dem von Octamethylporphin. ! 
Hiilse extrahiert resultierten 6 mg Porphin, das it 
kstan vebogenen Kanten krystallisierte. Aus Nitroben: 
nde vaben sich kleine prismatische Nidelchen. 
r Methyl-essigsaure-maleinimid aus 4,4’-Dimethyl.5.5 
pyrromethan-3,3’-diessigsaure. 4 ¢ der Dicarbonsiiu 
WO cem 50°/,iger Schwetelsiiure gelést und nach Zu 
mat in 20 cem Wasser unter Eis skiihlung r bei Zimmertemperat 
68 mee er Oxydation iiberlassen. Dann wird in Wasser gegoss¢ 
ubst:@ Ver Ather wird mit Natriumsulfat g« scala er hinterlibt 
upfen einen gelben Sirup, der bald zu einer farblosen 
yr, 47 stanz erstarrt. Ausbeute an Rohprodukt 116 mg. Aus A B 
39 74 ismen, Schmelzp. 159°, 
(1: 3,382 mg Subst. (bei 60° 1. Hochvak. getr.): 6,17 
255 10, — my mg Subst.: 0,211 ccm Ny (23°, 710 mm 
’7H,N,O, (169) Ber. € 49,67 H 4.1 \ 
anor Gef. ,, 49,79 », 4,22 8,31 


2-Methylpyrrol -4-essigsauremethyl-ester. 5 ¢ 2-Met! 


methyl-5-carbithoxypyrrol wurden mit 100 cem 20°),iger Natron! 








L {9 Fischer u. Miller, Synth. einer Tetramethyl-porphin-tetraessigsiiur, 


dem Drahtnetz gekocht, bis keine Ammoniakentwicklung mehr festzustelle, 


war (etwa 30 Stunden). Dann wurde unter Kiihlung angesiuert und dof 
Niederschlag abfiltriert. Beim Ansiiuern trat lebhafte CO,-Entwickelung auf 
die freie COOH-Gruppe in «-Stellung ist unbestiindig und decarboxylier,§ 


Der Niederschlag briiunt sich an der Luft. Aus absolutem Ather gel}; 


Nadeln, Schmelzp. 210°, Ausbeute 8 g. Ehrlichsche Reaktion in der Kili ® 


positiv. Mit Diazomethan entstand ein Ester, der nach Einengen des Ather 
mit Petroliither gefillt wurde. Aus Ligroin, Schmelzp. 114°. Ehrlichsch 
Reaktion positiv. 

4,087 mg Subsi. (bei 40° i. V. getr.): 9,357 mg CO,, 2,690 mg H,0. ~ 
2,765 mg Subst.: 0,227 cem N, (19°, 719mm). — 4,223 mg Subst.: 5,565 mg Ag) 
C,H,,O.N (153) Ber. C 62,74 H 7,19 N 9,15 OCH, 20,26 

Gef. ,, 62,41 7,37 » 3,93 i 17,41, 


5-Brom-2-methyl-4-cyanmethyl-pyrrol. 0,5 g des 2-Methyl-4-cyan 
methyl-pyrrol wurden in 1 ecm Eisessig gelést und 4 cem einer Bromeis 
essig-Lésung (2 g Brom enthaltend) dazugegeben. Es trat lebhafte HB: 
kntwicklung auf und es schied sich ein hellgefirbter krystallisierter Kérpe 
aus. Nach 1/,stiindigem Stehen wurde abgesaugt, gut mit Eisessig un 
Ather gewaschen. Ausbeute 0,25 ¢g. Aus Tetrachlorkohlenstoff gelblich ge: 
fiirbte nadelférmige Krystalle, Schmelzp. 167°. 


4,133 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 6,375 mg CO,, 1,350 mg H,0. 
2,658 mg Subst.: 0,328 cem N, (25°, 717 mm). — 3,315 mg Subst.: 3,115 mg AgBr, 


C,H.N.Br (199) ser, C 42,21 H 3,55 N 14,08 Br 40,16 
Gef. 12,07 js 3,06 »» 18,83 », 989,99. 
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or Kilt Uber die Pentdyopent-Reaktion. 
Ather; ° . 
phe I. Mitteilung 
Von 
1,0. ~ Hans Fischer und Adolf Miiller. 
ne Ag] 
99 
gt (Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(41, (Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1936.) 
4-cyan- 
romeis ‘ cays 
> HBr »Pentdyopent“ wurde zum erstenmal von Stokvis’) im patho- 


Kirpefe logischen Harn beobachtet und damals als .,reduzierbares Neben- 
ig uni produkt“ bezeichnet. Der Entdecker fand, da8, wenn man den 
ich ge § Urin Kranker mit Schwefelammon, Zinn oder Zucker in alkalischem 

Medium reduzierte, ein roter Farbstoff auftrat, dessen Absorption 
20. —B  owischen D und b, bei Verdiinnen zwischen D und E liege. Un- 


A o Br, ray ° ° . - ae 

‘ abhiingig hiervon wurde die Reaktion von K. Bingold?) vor kurzem 
16 : , ‘aie , : ; 

en neu aufgefunden, der in einem bilirubinreichen Harn nach Reduktion 


mit Natrium-hydrosulfit Na,S,O, in Kalilauge eine Rotfirbung 
feststellte, mit einem Absorptionsmaximum bei etwa 535 mu. 
Spiiter®) wurde bei einer genaueren Untersuchung das Maximum 
von K. Bingold als um 525 mu herum legend gefunden und 
deshalb die Reaktion ,,525“- oder ,,Pentdyopent“-Reaktion genannt. 
K. Bingold fand ferner, daB bei der Oxydation von katalasen- 
freien Blutlésungen mit Wasserstoffsuperoxyd ebenfalls eine schwach 
gelb gefirbte Liésung auftrat, die die Pentdyopent-Reaktion ergab. 
Damit erkannte er, daB das Pentdyopent ein Abbauprodukt des 
Blutfarbstoffs sein mu8te, was er weiterhin bewies durch Oxydation 
von Hiamin selbst in ammoniakalischer Lisung mit Wasserstofi- 
superoxyd, Es trat auch nach Reduktion die Rotfarbung auf. 
Die medizinische Seite des Problems ist von L. A. Hulst 
und W. Grootepass*) zusammengefaft und braucht deshalb hier 
nicht nochmals diskutiert werden. Der Vorschlag vorgenannter 
Autoren, das Pentdyopent nach Stokvis als _ ,,reduzierbares 
Nebenprodukt* zu bezeichnen, ist nicht gut, weil es tatsiichlich 


‘) Haandblad voor Natuurwetenschappen 1870, Nr. 5, 1871, Nr. 2. 
*) Klin. Wschr. 1934, 1451. 5) Klin. Wschr. 1936, 1287. 
*) Klin. Wschr. 1936, 201. 
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kein Nebenprodukt ist, sondern ,,gleichberechtigt mit Porphyrin, 
Bilirubin, Stercobilinogen und Mesobilirubinogen unter patho. 


durch seinen Nachweis im Blut’) allgemeine Bedeutung hat“. 

Zur Konstitutionsaufklirung war es natiirlich am niichist. 
liegendsten, pathologische Fliissigkeiten, insbesondere Harn, au 
Pentdyopent zu untersuchen und dann durch Anreicherung hieraus 
den Stoff in reinem Zustand zu gewinnen. Jedoch machte die 
Beschaffung groBer Mengen solchen Harnes Schwierigkeiten und 
in Untersuchungen mit Herrn W. Haberland konnte bald fest. 
sestellt werden, daB zahlreiche Himine und Gallenfarbstoffe und 
ebenso Pyrromethene (die im experimentellen Teil niher angegeben 
sind) die Pentdyopent-Reaktion nach Behandlung mit Wasserstofi- 
superoxyd mehr oder weniger deutlich geben. Aus diesen Unter. 
suchungen ging bereits hervor, daB die Pentdyopent-Reaktion, 
ebenso wie die Urobilin-Reaktion eine Gruppenreaktion ist, und 
deshalb war es durchaus méglich, das Konstitutionsprinzip des 
Pentdyopents auf rein chemischem Wege aufzukliren. 

Zunichst wurde deshalb die 5,5’-Dibrom-4,4’-dimethylpyrro- 
methen -hydrobromid -3,3’-dipropionsiiure*) mit Wasserstoffsuper- 
oxyd in wiBrigem Ammoniak oxydiert bis zur restlosen Entfirbung 
des Methenfarbstoffes. Das entstandene Pentdyopent war aber in 
Wasser sehr stark léslich und konnte mit keinem gebriiuchlichen 
organischen Lésungsmittel weder in saurem, noch alkalischem 
Medium daraus ausgezogen werden. Auch seine Absorption an 
Talcum, Aluminiumoxyd und andere gelang nicht, ebenso war eine 
Fallung mit Pikrinsiure, Blei-, Quecksilber- und Erdalkalimetall- 
salzen nicht zu erreichen. SchlieBlich wurde die wiBrige Lésung 
nach Ansiiuern im Vakuum abgedampft, der Riickstand mit ab- 
solutem Alkohol aufgenommen (der Farbstoff ist darin léslich) und 
mit Ather bei starker Eis—Kochsalzkiihlung gefillt. Die Flocken 
wurden abgesaugt; aber noch auf der Nutsche zerflossen diese 
in einen Sirup, der nicht zum Krystallisieren zu bringen war. 
Dagegen konnten wenigstens einige wichtige Feststellungen gemacht 
werden: der Sirup, der starke Pentdyopent-Reaktion zeigte, war 
halogenfrei; seine Analyse ergab, daf die im Molekiil vorhandenen 
Stickstoffatome erhalten geblieben waren. Der Sirup lie8 sich mit 
Diazomethan verestern und war dann in Ather loslich. Eine 
Analyse des Esters gab nur ganz unzuverliissige Werte. 


') K. Bingold, Klin. Wschr. 1935, 1287. 
*) H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. 458, 126 (1927). 
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Der Befund von K. Bingold?), da8 Bilirubin und Mesobili- 
rubin schon nach Oxydation mit Luft in wiBrigem Ammoniak zu 


Pentdyopent fihrten, veranlaBte zu 2 Versuchen: 


a) 5,5’- Dibrom-4,4’-dimethylpyrromethen - hydrobromid - 3, 3’- 
dipropionsiure wurde in wiBrigem Ammoniak aufgelést und 3 Tage 
Luft durchgeleitet. 

b) Dasselbe Methen wurde in wifrigem Ammoniak aufgelist 


und 14 Tage unter Stickstoff stehen gelassen. 


Bei a) ergab sich stark positive Pentdyopent-Reaktion mit 
Spuren Imidoporphyrin. 

Bei b) ergab sich kein Pentdyopent, wohl aber war die ganze 
Lisung blau gefarbt. Der blaue Korper war schon vorher bei 
der Oxydation von dem gleichen Methen wie oben mit Wasser- 


| stofisuperoxyd in Ammoniaklésung als Nebenprodukt von H. Fischer 


und H. W. Haberiand beobachtet worden und wurde nach seiner 


| Isolierung als £,0-Diimidokoproporphyrin (II)?) erkannt. 


Inzwischen wurde festgestellt, daB auch die 4,4’-Dimethyl- 


| 5,5’-dicarboxypyrromethan-3, 3’-dipropionsiure in wiBrigem Ammo- 
‘niak mit Wasserstofisuperoxyd sich zu einem Korper oxydieren 
lift, der die Pentdyopent-Reaktion intensiv gibt. Am _ besten 
'gelingt die Oxydation, wenn man das obige Reaktionsgemisch so 
‘lange bei Zimmertemperatur stehen liBt, bis die Ehrlichsche 
| Reaktion negativ ist, was etwa 6—8 Wochen dauert; dann wurde 


die Lésung eingeengt und in einer Ather-Extraktionsmaschine 


nach Ansiiuern mit Ather extrahiert. Der Ather enthilt Himatin- 
| siure-anhydrid, was durch Schmelzpunkt und Analyse bewiesen 
}wurde. Das Pentdyopent bleibt im Wasser und wurde mit Iso- 
| amylalkohol ausgeschiittelt. Krystallisationsversuche blieben negativ. 


Das so gewonnene Pentdyopent unterscheidet sich insofern 
von dem aus dem Dibrompyrromethen gewonnenen, als schon beim 


/bloBen Versetzen mit 10°/,iger Natronlauge ohne Reduktions- 
‘uittel der rote Farbstoff mit Absorptionsmaximum bei 520,8 mu 
Ferscheint. Allerdings geht durch Verdiinnen der roten Lésung 
, wit Wasser oder 10°/,iger Natronlauge die Rotfirbung wieder 


quantitativ zuriick; verdiinnt man nicht zu stark, so kann man 
durch Erwiirmen der Lisung den Farbstoff wiedererhalten, beim 


) Klin. Wsehr. 1935, 1287. 
*) H. Fischer, H. W. Haberland u. A. Miller, Liebigs Ann. 521, 


) 122 (1935); vgl. auch H. Fischer u. W. Friedrich, Liebigs Ann. 528, 154 
} (1936); H. Fischer u. W. Metzger, A. 527, 1 (1936). 
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Erkalten verschwindet er dann abermals. Nach Versetzen mif 

Reduktionsmitteln erscheint das Pentdyopent wieder und bleibt ny, E gebr 
auch in verdiinnter Lésung bestehen. Diese Verhiltnisse mig yom 
eine kurze Ubersicht klarmachen: stim 


a Wasser oder Abkithlung 
1. Pentdyopent + NaOH <— ———>_ Rotfirbung 





Erhitzen 


£o,07 
2.*) Pentdyopent + NaOH +H, <r = Rotfarbung > Entfirbung F | 
| seg: ~ BOC’ 
H, aus Zn, Sn, Natriumamalgam, Na,S,0,, NH,NH,, Glucose. 
Na,CO, 

3. Pentdyopent + NaOH + H, = _— Rotfirbung { 
CO, liegt 
Umschlagspunkt zwischen NaHCO, und Na,CO,. eine 


P . Bocchr 
Es muBte deshalb angenommen werden, daf entweder eiuh o 


Oxygruppe ein labiles Natronsalz bilde, oder eine Carbonylgruppy:§ 


unter Einwirkung von Natronlauge zu einer Rotfirbung Anlal p Neox 


gab, wie etwa beim Benzil oder Anthrachinon. Eine Ketograppg !°™* 
mit Semicarbazid, Phenylhydrazin, Hydrazin oder Hydroxylaminf 
nachzuweisen, gelang an diesem Priiparat nicht. Ebensoweni; ebeu 
konnte eine krystallisierte Verbindung mit Essigsiureanhydridf Fern 
Benzoylchlorid, Benzolsulfochlorid oder Naphthalinsulfochlorid er. » siur 
halten werden, Wohl aber konnte eine Einwirkung der letz-J§ an d 
genannten Verbindungen festgestellt werden, an der Léslichkeit inf char 
Ather und Chloroform, die dabei immer zunahm. 5 
Hier trat erst Erfolg ein, als versucht wurde, das Ammoniun-— deri 
salz des Pentdyopents aus obiger Methandicarbonsiure mit Diff perc 
methylsulfat zu verestern, was glatt gelingt. Der entstandencR akti 
Ester ist aus Ather mit Wasser quantitativ auszuschiitteln unig fest; 
geht dann aus Wasser in Chloroform. Da in neutralem Mediu carb 
gearbeitet wurde, muBte die Veresterung von vorhandenen Carbor-§ mit 
siuren quantitativ verlaufen sein. Wenn die entstehende Ver dige 
bindung trotzdem noch mit roter Farbe in Natronlauge ldslich— auf 
war, dann konnte nur eine Oxygruppe schuld sein. E hery 


Tatsichlich gab der nicht krystallisierende Ester in Chloro-§ stofi 


ii 


formlisung mit Benzoylchlorid bei Anwesenheit von Magnesiuu-— Pen 
carbonat eine Verbindung, die nunmehr auch mit Natronlauge awg Wird 
Chloroform nicht mehr auszuschiitteln war. Sie gab intensiv® Wor 
Pentdyopent-Reaktion. 


4 dati 
') Dieser Vorgang wurde auch schon vor L. A.Hulst und W. Groote Was 
pass beobachtet. F sein 








Nn mith 


Der Kérper konnte nach einigem Bemiihen zur Krystallisation 
bt nun | gebracht werden. Es resultierten pelt, W etzsteinformige Krystalle 
mige® yom Schmelzp.193” undintensiver Pentdyopent-Reaktion. Die Analyse 

'stimmt auf einen Dipyrromethenylither folgender Konstitution: 

CH,COOCH, CH,COOCH, CH,COOCH, CH,COOCH, 

| =" CH, HG en H.C — CH, 

900! y CH -. O igi? CH | Jococytt, 
NH N I N NH 
DaB eine mindestens 2kernige Pyrrolverbindung noch vor- 

‘liegt, ist AuBerst wahrscheinlich, da die Ehrlichsche Reaktion 

} eine Blaugriinfarbung ergibt, die ein der Neoxanthobilirubinsiure 
aia ‘sehr ibnliches Spektrum zeigt. 
upp — 2 ole 
Anlaf | Neoxanthobilirubinsdure . . . 665 623 End.-Abs.. . . 464 mu (LI, I) 
ruppe _ Pentdyopent-Korper cern CC => ae. ae as 
laminf§) Bei Autoxydation der Neoxanthobilirubinsiure erhilt man 
wenig ebenfalls ein Pentdyopent mit blaugriiner Ehrlichscher Reaktion. 
ydrid Ferner wird die gelbgriine Verbindung von Neoxanthobilirubin- 
id er. | siure mit Para-dimethylamino- benzaldehyd bei lingerem Stehen 
letzt-F an der Luft in Lésungsmitteln ebenfalls blaugriin, w mot die beiden 
ceit if charakteristischen Rotbanden verschwinden. 

2 AuBerdem ergaben alle bisher untersuchten einkernigen Pyrrol- 
nium-§ derivate, wie Oxy-krypto-pyrrol, Kryptopyrrol-iither, Kryptopyrrol- 
it Diff peroxyd, Methylathyl-maleinimid u. a. negative Pentdyopent-Re- 
ndene™ aktion, auch wurde hierbei nie griine Ehrlichsche Reaktion 
) uni festgestellt. Es wurden demnach aus der 4,4’-Dimethyl-5,5’-di- 
ediunf carboxypyrromethan-3,3’-dipropionsiure zuniichst bei der Oxydation. 
rbon-§ mit Wasserstofisuperoxyd in waiBrigem Ammoniak die zwei @-stin- 
Ver digen Carboxyl-Gruppen abgespalten. Daf nur mehr ein OCH, 
Gslich® auf einen Pyrrolkern trifft, geht aus der Analyse einwandfrei 

_ hervor. Die freien e-Stellen (5 und 5’) miissen unbedingt durch Sauer- 
hloro-[ stoff besetzt sein, da auch das «,a’-Dibrommethen, wie geschildert, 
sium- Pentdyopent gibt. DaB an einer e-Stellung eine Oxygruppe sitzt, 
re alls a wird bewiesen durch das Bestehen einer Monobenzoylverbindung, 
snsivée Wortiber die Darstellung und die Analyse eindeutige Auskunft gibt. 

§ AuBerdem geht die Neoxanthobilirubinséure durch Autoxy- 

| dation in Dioxan- oder Chloroformlésung, auch in Ammoniak + 
ootef Wasserstoffsuperoxyd in Pentdyopent tiber, was fiir das Vorhanden- 


; sein einer Oxygruppe beweisend ist. 


Uber die Pentdyopent-Reaktion. 47 
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Die zweite a-Stellung kann zunichst nicht durch eine OLR” 
Gruppe besetzt sein, eine Dibenzoylverbindung ist nach Analyy poet! 
nicht denkbar. Die Méglichkeit, daB eine zweite OH-Grupy pel 
schwerer zu benzoylieren wiire, ist zwar gegeben, doch sprichie get 
auch die Analyse und die Unlislichkeit in kalter, wiBriger Natro.f 
lauge nicht fiir eine Oxygruppe. 

Kine Ketogruppe ist ebenfalls, wenigstens an diesem Priparaf 
laut Analyse nicht vorhanden. 

Das Ausgangspyrromethan mu8 zum Pyrromethen aufoxydierR 
worden sein. Denn ein gefirbtes, einfach substituiertes Pyrrfh 
methan ist unméglich, es ist ja keine chromophore Gruppe vorf 
handen; dagegen deckt sich die gelbe Farbe weitgehend mit de 
Farbe der bekannten Monoxypyrromethene. Auch in diesem Punk 
ist die Entstehung von Pentdyopent aus Dibrompyrromethene 









und Neoxanthobilirubinsiiure beweisend. om. 

Ferner zeigt auch ein bereits bekanntes Pyrromethen direk :. 
bei Erhitzen mit Natriumhydrosulfit in halb alkoholischer, hall i‘. 
wiBriger Natronlauge die Pentdyopent-Reaktion, nimlich dif at 
5-Brom-5’-methoxy-3, 3’-4, 4’-tetramethylpyrromethen'). Allerding _ 
geht die nur schwache Rotfarbung bald wieder zuriick. Die Ver * 


suche dariiber sind noch nicht ganz abgeschlossen; so tritt af, 
diesem Priparat Pentdyopent-Bildung mit Natronlauge ohne Reduk- 
tionsmittel auf. a 

3e1_ Kinwirkung von Kaliumacetat oder Silberacetat auf), 
diese Verbindung entsteht in LEisessig neben viel griine—e 
Flocken*) ein im Wasser leicht léslicher Kérper mit intensive): 
Pentdyopent-Reaktion (ebenfalls ohne Reduktionsmittel). Dee,” 
Kérper ist mit Chloroform ausschiittelbar. Krystallisation tray, 
nicht ein. SchlieBlich mu zur Vervollstindigung der Beweis-B,, 
fiihrung noch erwihnt werden, daB Xanthobilirubinsiure (erst bef 
lingerer Kinwirkung tritt, wahrscheinlich unter Aboxydation der Svohl 
CH,-Gruppe, auch hier sehr schwache Pentdyopent-Reaktion au!f 4 
weder in Substanz, noch nach vorheriger kurzer Oxydation mit)... 
Wasserstoffsuperoxyd in Ammoniak Pentdyopent-Reaktion zeigt ic; 
Hier ist eben die zweite «-Stellung durch die CH,-Gruppe blockiertH’ , 
und der Oxydation nicht zugiinglich. - 








) H. Fischer u. J. Aschenbrenner, Diese Z. 245, 107 (1937). PZWisc 

*) Ahnliche griine Flocken treten auch auf, wenn man Pentdyopent 
allein oder mit Essigsiure-anhydrid, Benzol-sulfochlorid und ihnlichen au 
héhere Temperatur erhitzt. 


a 


Ho 
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Damit ist klargestellt, daB den Pentdyopent-Kérpern «, «’-Dioxy- 
Snethenstruktur zukommt und da in dem isolierten Kérper 
Bowei Dioxymethene zu einem Dipyrromethenylither zusammen- 

‘che getreten sind. 

Natron. ; Die Darstellung von Dioxymethenen wurde schon oft!) ver- 
sucht durch Umsetzung von @,«’- Dibrompyrromethen-hydrobromiden 
mit Alkalilauge. Bei der Hinfilligkeit der Pentdyopent-Kérper 
gen Natronlauge diirfte es nicht leicht sein, die richtigen Reak- 
acbidliagengen zu finden. 
| Die folgenden Reaktionen wurden an dem durch Ausschiitteln 
Bhuit Isoamylalkohol gewonnenen, nicht krystallisierten Produkt 
Biach S. 45) durchgefiihrt, da von dem krystallisierten Kérper 
Disher nur 48 mg erhalten werden konnten. 

Nach liingerem Stehen oder Erhitzen von Pentdyopent mit 
itronlauge trat starke Ammoniakentwicklung auf, die anfiinglich 
te Farbe verschwand. Aus dem entstandenen Sirup konnte 

hall ee imatinsiureanhydrid erhalten werden, das ja auch schon bei 
’ , [der Oxydation der entsprechenden Methandicarbonsiure erhalten 


dale 
. fe worden war. 


Mit Natriumamalgam in Wasser verschwand ebenfalls die 
yote Pentdyopent-Farbe. Hier konnte nur positive rote Ehrlichsche 
aktion festgestellt werden. 

|  Gegen Jodwasserstoff—Hisessig dagegen ist das Pentdyopent 
eer rhiltnismaBig bestindig. Auf dem siedenden W asserbad 24 Stunden 
_- [edang unter Zusatz von Phosphoniumjodid erhitzt, war die Pent- 
cin 'dyopent-Reaktion immer noch positiv. Erst nach weiterom 20 stiin- 
7 igen Erhitzen auf dem Drahtnetz wurde neben der Abscheidung 
De ‘von Ammoniumjodid rote Ehrlichsche Reaktion beobachtet. Mit 
— p Ather ausgeschiittelt, konnte Bernsteinsiure, charakterisiert durch 
dee Nchmelz- und Mischschmelzpunkt, erhalten werden. Der die 
st bell ‘Ehrlichsche Reaktion verursachende Kérper ging nicht in Ather, 
“ der wohl aber in Chloroform. Krystallisation konnte nicht erreicht 
| al werden; Pikratbildung trat nicht ein. Ein abhnliches Ergebnis 
—— ' hatte schon der Redelitionsvernach von Kryptopyrrolither gezeigt’). 
pies: 'Syntheseversuche durch Kondensation von 5-Oxy-2-dichlormethyl- 
kiert 4-methyl-3-athylpyrrol mit Oxyopsopyrrol oder durch Verkochung 

von bromiertem Oxykryptopyrrol hatten kein Ergebnis. 
_ ‘Zur Theorie der Farbstoffbildung mu8 man unterscheiden 
Pevisehen der direkten Entstehung durch Zugabe von Natronlauge 


‘aparat 


') Ve z. B. Diese Z. 229, 71 (1934). 
) H. Fischer u. P. Hartmann, Diese Z. 226, 116 (1934). 
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(bzw. Natriumearbonat) und der Bildung durch Zugabe von Natron. 
lauge (bzw. Natroncarbonat) und Reduktionsmitteln zu Pentdyo. 
pent-Priparaten. 

Im ersten Fall handelt es sich wahrscheinlich um eine Spal. 
tung des Athers (1) zum Naitriumsalz des Dioxymethens. Die 
Farbstoffbildung durch Erhitzen und ihr Verschwinden?) durch 
Abkihlung kann so lange (etwa 10mal) fortgesetzt werden, bis 
das ganze Dioxymethen zerstért ist, wobei im Falle der Dibenzoyl. 
verbindung (I) eine farblose krystallisierte Substanz auftritt, dic 
wegen ihrer geringen Menge bisher nicht identifiziert werden 
konnte. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um Bildung von 
Hamatinsaureanhydrid (oder diesem nahestehenden Produkten), das 
ja ohnehin schon bei der Spaltung von Pentdyopent beobachtet 
wurde. Dabei muB noch eine Oxydation vor sich gehen, wofir 
der Luftsauerstoff verantwortlich zu machen ist. Die Bedeutung 
des Reduktionsmittels ist dann lediglich, das Dioxymethennatriun 
vor der Oxydation zu schiitzen. 

SchlieBt man die Zufuhr von Sauerstoff aus durch Auf. 
bewahren von alkalischer reduzierter Pentdyopent-Lésung in einem 
zugeschmolzenen Reagenzglas, so halt sich diese jahrelang ohne 
Verschwinden der Rotfarbung. Auch ohne Reduktionsmittel hilt 
sich eine Pentdyopent-Lésung in Natronlauge unter Luftausschlub 
langer als beim Stehen an der Luft. 

Im zweiten Fall, wo die Farbstoffbildung erst durch Zugabe 
von Reduktionsmitteln erscheint, kommt dem Pentdyopent ent- 
weder eine Peroxydstruktur oder die einer weiteroxydierten Ver- 
bindung zu. Dies ist nicht ausgeschlossen, da bei allen Autoxy- 
dationen von Pyrrolen Dipyrrylperoxyde?) entstehen und gerade 
das Pentdyopent, das aus Neoxanthobilirubinséure durch Aut- 
oxydation gewonnen wurde, erst nach Zugabe von Reduktions- 
mitteln erscheint. Bei «,a’-Dibrommethenen wire dann folgendes 
Reaktionsschema denkbar: 


CH,COOH CH,COOH CH,COOH CH,COOH 

| | | | 
4 é H,C CH H,C ie ne 
HOO'H Brk »—_CH——+\_,'Br H:10—0:H Bri. -———CH——4_'Br i 














oder HOH NH N N NH oder! 


') Bei starkem Schiitteln (Luftzufuhr) verschwindet die Farbe wesent- 
lich rascher als beim bloBen Abkiihlen. Li8t man ruhig stehen, dann 
nimmt die Farbe erst an der Oberfliiche der Fliissigkeit ab. 

*) Vgl. Liebigs Ann. 527, 1 (1936). 
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Es wiirde also auch in diesem zweiten Fall durch Reduktion 


‘jn Natronlauge ein rotgefirbtes Dioxymethennatrium entstehen. 


Fall 1 entspriiche dann etwa der Rotfiirbung des Anthra- 


| hydrochinons durch Natriumsalzbildung, 


Fall 2 dem Anthrachinon, das erst nach Reduktion zu Anthra- 


hydrochinon Rotfirbung ergibt. 


Das Zuriickgehen der Rotfairbung ist nicht mit einer Riick- 


bildung von Dimethenylather zu erkliren. Es muf daher weiter 
' angenommen werden, daB das Dioxymethen-natrium sich umwandeln 
\kann in ein Ketopyrrylmethylpyrrol (II), das dann ungefarbt ist. 





CH,COOH CH,COOH CH,COOH CH,COOH 
| | | | 
; H,C— qs H,C———CH, H,C, _.CH, H,C, CH, 
_. 9 | | = 
re CH \ 7 ONa Nao 4 C Y= 0 
NH N Nir N 


Tatsichlich ist auch die Lésung nach dem Zuriickgehen der 


{ Farbe nie mehr gelb gefirbt, sondern praktisch farblos. 


Von dieser Formel aus lift sich dann die oxydative Spal- 


‘tung in Himatinsiure oder Himatinsiureanhydrid leicht erkliren: 

















CH,COOH CH,COOH CH,COOH CH,COOH 
: | | | | 
| HC a om H,C._——, : H,Q,— CH, . H,C CH, 
al | 1 Em ; | VE = | 
NaQ\ CH, 7 O HO CH, O=\__ =0 
NH HO’ SO NH NH 

H 


Gestiitzt werden diese Annahmen durch das Verhalten von 


| Pentdyopent-Priiparaten gegen Hydrazinhydrat. Das Dibenzoyl- 
}pentdyopent (1) gibt mit Hydrazinhydrat direkt reversible Farb- 
' stoff bildung. 


Das Pentdyopent aus Neoxanthobilirubinsiiure gibt erst nach 


flingerem Erhitzen mit Hydrazinhydrat die Farbstoffbildung, die 
‘dann auch in diesem Fall reversibel ist, wie beim Dibenzoyl- 


_ pentdyopent. 


Was den Dimethenyliither (I) betrifft, so ist nicht anzunehmen, 


dab er in wiBrigem Ammoniak entsteht; viel wahrscheinlicher 


ist, daB dabei und auch nach der Methylierung Kérper von der 


 schw er zur Krystallisation zu bringenden Form (IT) vorliegen. Die 
Atherbildung tritt wahrscheinlich erst ein bei der Benzoylierung, 
}was vergleichbar ist mit der bekannten Diithylitherbildung aus 


Alkohol mit Benzolsulfochlorid. Dafiir spricht, daB noch der 
4* 
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entsprechende Dimethylester keine grime Ehrlichsche Reaktion dabe 


gibt; diese tritt erst nach der Benzoylierung auf. Diese Ver. hi 
haltnisse weiter aufzukliren ist Aufgabe der weiteren Forschung, ; ei 


Erganzend muB hier noch eine Arbeit von W. Kister?) he. 
sprochen werden itiber den Abbau von Bilirubin in Natronlauge 
Er fand niamlich, dab beim Erwiirmen des Bilirubins ijt 
Lauge dieses rasch zerlegt wird. Es tritt Himatinsiure auf 
Durch Zugabe von Oxydationsmitteln wie Natriumsuperoxyd le. 
trug die Ausbeute an Himatinsiiure 40°/, des Gallenfarbstofis: 
daneben wurde Bernsteinsiure, Essigsiure, Kohlensiure und An. 
moniak nachgewiesen. Dies Resultat steht in guter Uberein. 
stimmung mit dem von uns gefundenen und es ist anzunehmen, 
daB die Spaltung des Bilirubins auch iiber ein Dioxymethen gelit, 
das hierbei (im Gegensatz zur Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyi 
in Ammoniak) unter der Kinwirkung der Natronlauge sofort iy 
Himatinsiure zerfillt. Von uns wurde bisher nur Himatinsiiure. 
anhydrid beobachtet. Doch wurde in einem Fall bei Oxydation 
von 3,3'-4,4’-Tetramethyl-pyrromethan-5,5’-dicarbonsaure mit Per. 
hydrol in Pyridin Dimethylmaleinimid nachgewiesen und es ist 
sicher, dab es gelingen wird, auch aus der entsprechenden Dioxy- 
methen-dipropionsiure noch Himatinsiure zu gewinnen. 

Das in derselben Arbeit) erwihnte Biliverdin, das bei diesem 
alkalischen Abbau des Bilirubins ebenfalls auftritt, gibt iibrigens 
auch schwache Pentdyopent-Reaktion. Es ist nicht unwahrscheinlich, 
daB ein Zusammenhang zwischen den Dioxymethenen und Bil- 
verdin besteht. 

Auf Grund der bisherigen Untersuchungen muB dem Pent: 
dyopent im Prinzip eine Dioxy-pyrromethen-Struktur zugrunde J erbli 
liegen. Die Beweisfiihrung hierfiir soll an biologischem Material § sich! 
vorgenommen werden. Jedoch kann man schon jetzt mit ziem-(% Hydr 
licher Wahrscheinlichkeit aus Analogiegriinden mit dem Abbau J such 
von Blut- und Gallenfarbstoff eine zweiseitige Herausoxydation 
zweier Methingruppen, z. B. der a@- und y-Methingruppe ent: 
sprechend dem Schema auf 8. 53 annehmen. 









Die R 


Die Untersuchung biologischen Materials hat Anhaltspynkte oun 
fiir die Richtigkeit dieser Auffassung insofern gegeben, als QI oq 


has) Li 
gefiir 
und n 
Rotfiiy 


natiirliche Pentdyopent methylierbar und benzoylierbar ist. Hier- 
durch iindern sich die Eigenschaften weitgehend insofern, als nun- 
mehr Chloroformléslichkeit vorhanden ist. Bemerkenswert ist 





1) Diese Z. 59, 67 (1909). ' 
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Ktion dabei, daB beim natiirlichen Pentdyopent der Absorptionsstreifen 
Ver. 'scharf bei 525 mw liegt, wihrend die Abbauprodukte der Neo- 





7, 'und Iso-neoxanthobilirubinsiure bei 520 mu absorbieren. Wir 
ie. 
auge, HG CH=CH, : oe oe 
nit & a 
ul hi CH- op 
aul, | 7 N Cl N \ 
1 be & 5 HG “as PQ CH 3 
tofts: \ N , » 
An- & ii | ae 
rein: | | Yy | 
men, fe , H,C CH, H,C CH, 
| | 
geht, CH, CH, 
oxyd | | 
i: ie COOH COOH 
Lure. H,C+—CH=CH, H,C,——_,CH=CH, 
ation | | | 
Per KA 0H HOY J 
3; ist N Ni 
oxy. > HC CH 
NH N 
osem ex HO~™ 
| 
ns | 
cls ie “—-—on, - CH, 
Lich & | a 
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ent: 


inde # erblicken in dieser 'atsache einen Anhaltspunkt dafiir, daB tat- 
rial # sichlich die Aufspaltung des Blutfarbstoffes in obigem Sinne ohne 
en / Hydrierung der Vinylgruppe erfolgen kiénnte. Die weitere Unter- 
ybau JF suchung ist im Gange. 

tion 


is Versuche. 
Korper, die auf die Bingoldsche Reaktion untersucht wurden’). 

Ite Die Reaktion wurde so durchgefiihrt, daB die zu untersuchende Substanz 
_—® Zunichst in Ammoniakwasser gelést wurde und dann mit Wasserstoffsuper- 
da oxyd (3°/,ig) stehen gelassen oder schwach angewiirmt wurde, bis eine 
Jel i Metliche Aufhellung der Farbe eintrat. Sobald die Lisung schwach gelb 
un- @ gefirf war, wurde noch etwas Natronlauge zugegeben, kurz aufgekocht 
ist Me “2d mit etwas Na,S,O, versetzt. Nach kurzer Zeit trat intensive Rosa- bis 


lotfiirbung mit Absorptionsbande bei etwa 525 mu ein. 


} 
. 


') Diese Versuche hat Herr Dr. Haberland durchgefiihrt. 
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Die Reaktion ist positiv bei: 


a) 4-kernige Pyrrolfarbstoffe: von: bis: —mitte| 
Himin... ik kee ee we eg a Oke 
ey. Ss we 536,38 513,77 525, 
oo . Ie a ee le oe 
Pyrrohimin,. . aw 6 a Ye bel ae ee 
Pathologischer Harn ') peak 6 we ee a a ee es, ee 
Po er me) ee 
seis ch sa ae ey ee tw oy eee oe 
Mesobilirubin . . ae ele ge * oe eee Se ee} eee 
Stercobilinhydrochlorid?) . fae. ese eras we oe)6)6RGL 

b) Pyrro-methene: von: bis: mittel: 
Neoxanthobilirubinsiiure ........... . 526,0 514,0 5200 
Xanthobilirubinsiiure . . 531,6 508,9 520.3 
5-Oxy-4, 3’, 5’-Trimethylpyrromethen- 3, és -dipropion- 

siiure. . 538,7 510,65 22,3 
5-Brom-4,3’, "e -Trimethylpyrromethen- -hy drobromid- 

3,4’- -dipropionsiure . 532,9 505,77 5193 

5’-Brom- 4,5,3 ‘trimethylpyrromethen - hy drobromid- 

ont 4’- -dipropionsiiure 5 hs 531,7 512,77 5222 

, 5’- Dibrom-4, 4’- dimethy]- - pyrromethen - hy drobro- 

"(a 3, 3’- -dipropionsiiure — 535,7 504,9 5203 
5’-Brom- 3,5, 3’- trimethyl - 4 - iithy] - py rrromethen - hy: 

drobromid-4’ -propionsiiure — . + 527,07 5155 521,1 
Dasselbe ohne Brom in 5’. . 529,5 512.5 521,0 
5’-Oxy-4, 4’- dimethy1-3, 3’- -diathylpy rromethen-5-car- 

bonsiure -— 527,2 507,8 517,5 
5’-Methoxy -4, 4’- dimethy] - 5 - carboxypyrromethen- 

3, 3’- -dipropionsiure te (schwach) 519 
4, 4’- -Dimethy]- 5,5’- -dicarboxypyt rromethan- 3,8’- - di- 

propionsiure ... . .. . 9240 517,6 5208 


Bei Rohprodukten von 2,4-Dimethy]-3-ithyl-5-oxypyrrol (515—531, 523 
und 2, 3-Dimethyl-4-iithyl-5-oxypyrrol zeigt sich ebenfalls die Reaktion 
positiv; (sogar ohne Wasserstofisuperoxyd-Oxydation), doch ist das bei 
reinen Produkten nicht der Fall. 


Die Reaktion geben nicht: 

Normaler Harn, 

brauner Harn-Farbstoff, 

Himatinsiure, 

Methylithylmaleinimid, 

alle bisher untersuchten Pyrrole, Oxypyrrole und Dipyrrylither*), Por- 
phyrine (Proto-, Atio-, Phyllo-, Deutero-, Mesoporphyrin), Methyl- 
chlorophyllid, 

Pyrroketone (3, 3,5 5’- Trimethy] - 4’- acetyl - dipyrrylketon - 4- propionsiure), 
Kreatin, Kreatinin, Harnstoff, EiweiB, Pepton ,,Witte“, Farbstof 
der gelben Lupine. 


1) Dieser Harn wurde von Herrn Prof. Bingold zur Verfiigung gestellt. 
2) Stercobilinnatriumsalz: Absorption bei 511,1; also negative Pent 
dyopent-Reaktion! 8) In reinem Zustand. 
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Uber die Pentdyopent-Reaktion. 





































Ferner folgende Methene: : 
E 3,5-Dibrom-4, 3’, 5’-trimethylpyrromethen-hydrobromid-4-propionsiure, 
nittel: 3-Brom-4,3’,5’- trimethyl -5- carboxy - pyrromethen - hydrobromid- 4- pro- 
227 pionsiure, 
25,0 J 5,3’,5’-trimethyl-4’-athyl-pyrromethenhydrobromid-4-carbonsiure, 


19,8 4,5, 3,5 5’-Tetramethylpyrromethen-hydrochlorid-3, 3’ -dipropionsiure, 


18,6 ’ : 
259 3,4, ,5’-Tetramethy]-3’-iithylpyrromethen- -hydrobromid- -4-propionsiiure. 
274 Eingehender wurden folgende Methene und Methane untersucht; die 
24,5 J nun folgenden Versuche hat Herr A. Miiller durchgefiihrt. 

a CH,COOH CH,COOH CH,COOH CH,COOH 


j 
: -— |. ars & 
sill CH 7 Br wut HOO. —CH,- —, 00H 





20,0 FE ‘| 
20.3 Tihs Z 
| : NH N NH NH 
99 2 : iin . . 
““" & HH Br Absorptionsmaximum 520,8 mu 
19,3 | dasselbe: statt 3,3’-Dipropionsidure: 

og 3, 3’-Diiithy] und 3,3’-Diithyl 517,4 mu 
22,2 3,3’-Diessigsiiure ,, 3,3’-Diessigsiiure 524,4 mu‘) 

3, 3’-Dimethyl »  38,3'-Dimethyl 517,4 mu 


3,3’-Dicarbithoxy negativ 


21,1 | Dabei zeigt sich, daB in der angegebenen Reihenfolge die Bildung 
21,0 FF yon Dioxymethenen aus Methandicarbonsiure immer schwerer geht bis zur 
B44. Dimethyl - 3, 3’- dicarbiithoxy - pyrromethan - 5, 5’- dicarbonsiure, wo die 


Li Pentdyopent-Reaktion iiberhaupt ausbleibt. Negative Gruppen stabilisieren 
19 | ganz allgemein den Pyrrolkern und es ist anzunehmen, daB das Gleich- 

| gewicht Pyrrol-Pyrrolinenform hierdurch soweit zugunsten der Pyrrolform 
20,8 JB verschoben wird, daB Pyrromethenbildung nur unter sehr energischen Be- 


| dingungen, unter denen aber gleichzeitig Zerstérung eintritt, vor sich geht. 
, 523) | Die Pentdyopent-Bildung wurde auch vom a,«’-freien 4,4’-Dimethy]-3, 3’-di- 
ktion (% ¢arbithoxypyrromethan aus versucht, aber ebenfalls mit negativem Erfolg. 
3 bei Zur Oxydation der Methan-dicarbonsiure dienten zwei Methoden: 
| 1. in wiBrigem Ammoniak mit Wasserstoffsuperoxyd bei Zimmertemperatur. 
_2.in Pyridin mit Perhydrol bei 80°. 
i In keinem Fall konnten dabei die entstehenden Dioxymethene kry- 
| stallisiert erhalten werden. 

Dibenzoylester des Bis-(5-oxy-4,4’-dimethyl-pyrromethen-3,3’-di- 
' Propionsdure-methylester)-athers. 50 g der 4,4’-dimethyl-5,5’-carboxy- 
_ pyrromethan-3,3’-dipropionsiure werden in 8 Liter 10°/,igem, wiBrigem 


Por & : ; 

thvl: Ae Ammoniak aufgelést und 200 cem Perhydrol zugefiigt. Alle 8 Tage gibt 
_ * @— man weitere 100 cem Perhydrol und etwas Ammoniak zu. Nach 6 bis 
sure, ME Wochen ist die Ehrlichsche Reaktion negativ, die Pentdyopent-Reaktion 


pstof | bei bloBem Versetzen mit Natronlauge stark positiv. Das Wasser wird im 
' Vakuum auf 500 cem eingeengt, von krystallisiertem Ammoncarbonat filtriert 


stellt, ' ’) Hier ist also der EinfluB der Essigsiure-Seitenketten auf die Licht- 
Pent ‘absorption noch gréBer im Vergleich zur Propionsiiure-Seitenkette als bei 
p den entsprechenden Porphyrinen. 
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man ab und engt weiter ein bis 100 ccm und filtriert nochmals. — Day 
verdampft man bei Wasserbadtemperatur 45° den letzten Rest Wasser 
versetzt mit 50 cem Dimethylsulfat und schiittelt auf einer Schiitte). 
maschine etwa 24 Stunden lang kriiftig durch. Den Endpunkt der Ver. 
esterung erkennt man daran, daf alle organische Substanz in Dimethy). 
sulfat gelést ist. 

Die Dioxymethenesterlésung wird nun in einen 3 Liter-Scheidetrichte 
gegossen, in dem sich 1 Liter Wasser und 1 Liter Ather befinden. Dj 
veresterten Verunreinigungen und Dimethylsulfat gehen in Ather (diese, 
muB mit Vorsicht behandelt werden!), das Dioxymethen bleibt im Wasser, 
Es wird noch 3mal mit je 1 Liter Ather ausgeschiittelt. Aus der wiBrigey 
Lésung wird dann das Dioxymethen mit Chloroform ausgeschiittelt. Dabe 
bleiben siimtliche unveresterten Anteile im Wasser, unter anderem auch 
unverestertes Dioxymethen. 

Die Chloroformlésung wird mit Wasser gewaschen, mit CaCl, ge. 
trocknet und kann im Wasserbad von 70° auf etwa 100 ccm eingeengt 
werden. Den letzten Rest verjagt man am besten bei Zimmertemperatu 
im Vakuum. Der so dargestellte Dimethylester stellt eine griinlich-briun- 
liche Masse dar, die bis jetzt nicht krystallisierte. — Die mit CaCl, gut 
getrocknete, mit Tierkohle versetzte Chloroformlésung wird filtriert und 
direkt mit etwa 10 cem Benzoylchlorid unter Zugabe von 50g Mg(0, 
12 Stunden stehen gelassen. Man priift, ob die Benzoylierung quantitatiy 
verlaufen ist, indem man etwas Chloroformlésung mit Natronlauge schiittelt 
Kann in der Natronlauge nur wenig oder gar kein Pentdyopent nach- 
gewiesen werden, dann ist die Reaktion beendet. (Etwas Dioxymethen 
geht meist noch in Natronlauge, da das Benzoylchlorid scheinbar verseifend 
auf die Estergruppe wirkt.) 

Die Chloroformlésung wird von MgCO, bzw. MgCl, abgesaugt, im 
Scheidetrichter mit Wasser, Na,CO,-Liésung, Wasser, 1°/, iger Salzsiiure 
und wieder Wasser gut ausgeschiittelt und mit Calciumchlorid getrocknet 
Das Lésungsmittel dampft man im Wasserbad (80°) auf etwa 200 ccm ab. 
Den Rest entfernt man bei Zimmertemperatur im Vakuum. 

Der Riickstand wird ein paar mal mit Petrolither gut durchgeriihrt 
und derselbe decantiert. In Petrolither lést sich das Benzoylchlorid und 
Benzoesiureanhydrid, das sich unter diesen Umstinden bildet und aus dem 
Petrolither in farblosen Tafeln auskrystallisiert. 

Bei der ersten Darstellung des Dipyrromethenylithers wurden nw 
6 Ligroinausziige dargestellt, von denen einer neben Schmieren Krystalli- 
sation zeigte. Nach Animpfen krystallisierten auch die tibrigen 5 Ausziige. 
Als bestes Lésungsmittel bewihrte sich weiterhin Tetrachlorkohlenstoff, in 
dem die Krystalle nahezu unléslich, die Schmieren leickt léslich sind. Mit 
dessen Hilfe konnte auch der Riickstand von den Ligroinausziigen nach 
Animpfen zur Krystallisation gebracht werdén. Die Krystallisation war 
erst nach 8 Tagen vollstiindig. Es wurden 48 mg Rohprodukt erhalten. 

Dies wird am besten aus Benzo! umkrystallisiert. Nach einmaligem 
Umkrystallisieren lag der Schmelzpunkt bei 184°, nach weiterem 3 maligen 
Umkrystallisieren bei 193°. Krystallform: Griinlich-gelbe Wetzsteine. 

Schmelzp. 184°: 3,120 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 7,453 mg CO, 
1,787 mg H,O. — 2,600 mg Subst.: 0,145 cem N, (21°, 723 mm). — 4,343 mg 
Subst.: 3,975 mg AgJ. 
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Uber die Pentdyopent-Reaktion. 


- Dan 4 Schmelzp. 193°: 3,234 mg Subst.: 7,820 mg CO,, 1,730 mg H,O. — 
Wasser ie B08 0 mg Subst.: 0,118 cem N, (23°, 721 mm). 


a E — CpHys0igN, (942) Ber. C 66,51 H 5,76 N 5,98 OCH, 13,27 
methyl : CogHog07Ns (466) ” 1, 65,0 ”? 5,84 5) 0,84 ” 12,92 
ae Schmelzp. 184°: Gef. 35 65,15 ,, 6,41 ,, 6,12 ” 12,09 
tricht Schmelzp. 193°: ,, ,, 65,95 ,, 5,99 , 621 , — 
‘hte 
1. Die ' Zu weiteren Analysen mu erst die Darstellung von mehr Material 
(dieser J abgewartet werden, aus dem gleichen Grund nah “A auch noch keine 


Nasser, Pole! ulargewichts- Bestimmung gemacht werden. Die Camphermethode 
iBrigen | versagte wegen der Zersetzlichkeit der Substanz, Camphen liste nicht genug. 


Dabe Gewinnung von Hamatinsaureanhydrid aus Pentdyopent-Lésung. 
1 auch jie Lésung wurde, wie vorher beschrieben, durch Oxydation von 15g 

Bs 4’- -Dimethy1-5, 5’ -dicarboxy pyrromethan-8, 3’-dipropionsiiure mit Wasserstoff- 
‘1, ge [i euperoxyd in wiBrigem Ammoniak gewonnen. Die etwa 8 Liter Wasser 
geengt M wurden auf 200 cem eingeengt, mit verdiinnter Salzsiiure angesiuert und 
veratur Sm Schottextraktor mit Ather 8 Stunden lang extrahiert. Das Dioxymethen 
briun- [ pleibt im Wasser, der Ather ist schwach briunlich gefiirbt. Nach Trocknen 
‘1, gut ie mit Natriumsulfat und Abdampfen hinterblieb ein brauner Sirup. Dieser 
‘t und wurde mit Ligroin erwiirmt, das Ligroin dekantiert. Aus dem Ligroin 
MeO, pchieden sich farblose Krystalle ab; mit Benzol versetzt, krystallisierte auch 
ititatiy Fi der Riickstand. Aus Benzol farblose Nadeln, Schmelzp. 97°. Die Analyse 
riittelt, fergab Identitit mit Himatinsiureanhydrid. 


nach §=§=.4.710 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 8,987 mg CO,, 1,867 mg H,0. 
nether M Bestimmung ergab den Wert 0. 


eifend 
C.H,O, (184) Ber. C 52,18 H 4,35 Gef. C 52,04 H 4,44. 
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rt, im Die wibrige, saure Pentdyopent-Lésung wurde mit Iso-amylalkohol 
Zsiiure geschiittelt, in die das Pentdyopent ziemlich quantitativ geht. Der 
cknet # Amylalkohol wurde im Vakuum eingeengt, der letzte Rest bei 45° Wasser- 
m ab. _badtemperatur im Vakuum mit Wasserdampf entfernt. (Man darf nicht zu 


Phohe Temperatur anwenden, da sonst griine Zersetzungsprodukte entstehen.) 


ariihrt Der Riickstand wurde in Athylalkohol gelést und mit Ather ausgeflockt. 
1 und pkryst: allisation trat bisher nicht ein. 
s dem 


| Reduktion oe Produktes mit HJ-Eisessig. 4 g¢ Pentdyopent 
’ wurden mit 10 cem 75°/, iger Jodwasserstofisiiure und 20 ccm Eisessig auf 


| nul dem siedenden Wasserbad unter Zugabe von Phosphoniumjodid erhitzt. 


stalli: »Nach 1/, Stunde war die Ehrlichsche Reaktion positiv; die Pentdyopent- 

— : eaktion war noch nach 24 Stunden positiv, und es wurde deshalb weitere 

ff on 20 Stunden auf dem Drahtnetz unter RiickfluB gekocht. Erst nach dieser 
Mit 


“Zeit war die Pentdyopent-Reaktion vollstindig verschwunden. 


nach 2 Nach Abdampfen von HJ-Eisessig im Vakuum hinterblieb eine ziihe 
wal Masse, aus der NH,J auskrystallisierte. Diese wurde mit trockenem Natrium- 
D. ssulfat vermengt, bis die Masse bréselig wurde und mit Ather extrahiert. 
igem Der Ather hinterlieB nach Verdunsten Bernsteinsiiure. Aus Aceton-Ligroin 


ligen Schmelzp. 183°. Mit synthetischer Bernsteinsiure ergab sich keine Schmelz- 
_punktsdepression. 

CO; Darnach wurde mit Chloroform extrahiert, Die Chloroformlésung 

3mg MP eigte starke Ehrlichsche Reaktion. Doch gelang es nicht ein Pyrrol 

‘daraus krystallisiert zu erhalten. Eine Pikratfillung trat ebenfalls nicht ein. 
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Hamatinsdureanhydrid aus Pentdyopent. 1 g des eben yey. 
wandten Produktes wurde mit 20 ccm 10°/,4ger Natronlauge 2 Stunde 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Dabei ging die anfangs intensiy 
Rotfiirbung rasch zuriick. Auch mit Reduktionsmitteln trat keine Far, 
mehr auf. Nach Ansiiuern wurde ausgeithert. Nach Abdampfen deg 
Athers hinterblieb ein Sirup, der nur wenig Krystalle ausschied. Dj 
Krystalle erwiesen sich als identisch nach Schmelz- und Mischschmel;. 
punkt mit Himatinsiureanhydrid. 


Pentdyopent aus Neoxanthobilirubinsaure. a) Mit H,O, in wif. 
rigem Ammoniak oxydiert wird sofort die Bingoldsche Reaktion positiy. 
Dem entstandenen Produkt wurde nicht weiter nachgegangen, da es sic) 
als sehr hinfillig erwies und aus Wasser mit einem organischen Lésungs. 
mittel nicht auszuschiitteln war. 

b) 0,6 g Neoxanthobilirubinsiiure wurden in Dioxan gelést und 5 Tage 
Luft durchgeleitet. Nach dieser Zeit war die urspriinglich hellgriine 
Ehrlichsche Reaktion mit den zwei charakteristischen Banden de; 
Ausgangsmaterials durch eine blaugriine, ohne charakteristische Banden 
abgelést worden, die nach einem weitern Tag Stehen vollkommen ver. 
schwand. Die Pentdyopent-Reaktion war schon nach 2 Stunden positiy, 
nach 6 Tagen quantitativ. Bis jetzt konnte leider noch keine Krystallisation 
erreicht werden. 

ec) 20 mg Neoxanthobilirubinsiiure wurden in 50 ccm Chloroform gelist 
und 1 Tag Luft durchgeleitet. Die Pentdyopent-Reaktion war stark positiy, 
doch ging die quantitative Autoxydation nicht so rasch als in Dioxan, in 
dem anscheinend die sich bildenden Peroxyde die Reaktion beschleunigen. 


Pentdyopent aus 5-Brom-5’-methoxy-3,3’-4,4’-tetramethyl-pyrro- 
methen mit Kaliumacetat bzw. Silberacetat. 0,2 ¢ des Methens wurden 
in 20cem Eisessig gelést und 0,5 g Kaliumacetat bzw. Silberacetat zugefiigt. 
Auf dem siedenden Wasserbad wurde 10 Stunden lang erhitzt. Die erkaltete 
Reaktionsmasse wurde filtriert und in Wasser gegossen. Es schieden sich 
dunkelgriine Flocken aus, die noch nicht niiher untersucht wurden. Nach 
Abfiltrieren zeigte die wiBrige Liésung intensive Pentdyopent-Reaktion 
(auch ohne Reduktionsmittel). 


Dimethylmaleinimid aus 3,3’-4, 4’-Tetramethyl - pyrromethan- 
5,5’-dicarbonséure. 1g der Siure wurde in 30 ccm Pyridin gelést und 
mit 1 cem Perhydrol versetzt auf dem Wasserbad (80°) erhitzt. Nach 
1 Stunde wurde noch 1 cem Perhydrol zugefiigt. Nach im ganzen 3 Stunden 
war die Ehrlichsche Reaktion verschwunden, die Pentdyopent- Reaktion 
schwach positiv. Das erkaltete Reaktionsgemisch wurde in 100 ccm 10°/, ige 
Salzsiiure gegossen und ausgeiithert. Nach Abdampfen des Athers hinter- 
blieb ein Sirup, aus dem 63 mg einer farblosen Substanz auskrystallisierten. 
Aus Benzol farblose Nadeln, Schmelzp. 118°. Mit synthetischem Dimethy]- 
maleinimid ergab sich beim Mischschmelzpunkt keine Depression. 





Ir 
Isopro, 
Unters 
Harn ' 

5 
den M 
Alkohe 
Kem. 


B 
in Hu 
arn 
mach < 
unterv 
auigefi 
weiter: 
Die q 
jodom: 
mit e 
Menge 
wurde 
mit n 


" 
alkoho’ 
spezitis 
alkoho! 




































eaktion, 


Ver. 
Stunden 
tensive 
: Farbe 
en des 
‘. Die 
shmelz. Uber den Gehalt von Aceton 
in Harn, Kot und Organen von Hunden 
esa nach Zufuhr von Isopropylalkohol. 
SLUY, 
es sich Von 
— Hikmet Kemal, Ankara. 
a) Tage 
Igriine (Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1936). 
mn des 
sanden 
n ver- —_ " oe 
weblie In meiner Arbeit!) ,,Beitrag zur Kenntnis der Schicksale des 
) 


isationg@sopropylalkohols im menschlichen Organismus“ stellte ich weitere 
intersuchungen in Aussicht. Uber ihre Ergebnisse, gewonnen an 
gelist@#Harn und Kot, méchte-ich jetzt berichten. 


wf " 3 Hunde erhielten 60 Tage jang Isopropylalkohol*) in steigen- 
nigen, geen Mengen (5—90 ccm). Dann wurde, wiihrend sie noch weiter 
vere. \lkohol erhielten, ihr Harn auf Aceton und Isopropylalkohol 
urden {4 Semal?)] untersucht. 


os Bestimmung des Isopropylalkohols bei Gegenwart von Aceton 


sich [i Hundeharn. Von dem wiahrend eines Tages ausgeschiedenen 
Nach Harn wurden 50ccm mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt und 
Ktion nach dem Verfahren von Messinger-Huppert’) der Destillation 
unterworfen. 60 ccm Destillat wurden im MeBkolben auf 100 ccm 

han- Maufvefillt, 40 com davon zur Bestimmung des freien Acetons, 
as weitere 40 com zur Bestimmung des Isopropylalkohols verwendet. 
nden |e quantitative Bestimmung des freien Acetons erfolgte auf 
tion (u0dometrischem Wege. 40ccm des aufgefiillten Destillates wurden 
igeMmit etwa 30 ccm n-Kalilauge und einer genau abgemessenen 
ater MMenge n/10-Jod im Uberschu8 versetzt. Nach genau 5 Minuten 
ne) wurde mit verdiinnter HCl angesiiuert und das iiberschiissige Jod 
© @ut n/10-Thiosulfat zuriicktitriert. 1cem n/10-Jod = 0,967 mg 











*) In den folgenden Versuchen wurde reiner acetonfreier Isopropy]- 
@kohol verwendet; Marke C. A. F. Kahlbaum, rein, acetonfrei, Siedep. 82°; 
spezifisches Gewicht 0,784 bei 19°. Von der Acetonfreiheit des Isopropyl- 
ilkohols habe ich mich tiberzeugt. 
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Aceton. Andere 40 ccm wurden zur Bestimmung des Isopropyl 
alkohols mit etwa 60 ccm Wasser verdiinnt, mit 2g fein » 
pulvertem Kaliumdichromat und 5 ccm 1:4 verdtinnter Schwveld 
siure versetzt und 24 Stunden stehen gelassen. Dann wurde yj 
15 °/,iger Kalilauge unter Kiihlung stark alkalisch gemacht 1; 
destilliert. Ungefahr 60 ccm Destillat wurden, wie oben, quanti. 
tativ auf Aceton untersucht. 


Die auf diese Weise ermittelte Acetonmenge umfaft das init 
Destillat enthaltene freie Aceton und das aus dem Isopropyl ‘A 
alkohol durch Oxydation entstandene. Zieht man von dem durch’ 
Oxydation entstandenen Aceton den fiir freies Aceton ermittelte Ry : 
Wert ab, so erhalt man die im Destillat enthaltene Menge I. : 
en: 


propylalkohol. 1 ccm n/10-Jod = 1 mg Isopropylalkohol. 
Der Vorgang wird durch folgende Gleichungen  verar. 
schaulicht: 


2CH,-CHOH-CH, + 0, = 2CH,-CO-CH, + 2H,0; 
6KOH + 6J = 3KOJ + 3KJ + 3H,0; 
3KOJ + CH,-CO-CH, = 3KOH + CH,-CO-CJ, : 
CH,-CO-OJ, + 3KOH = CH-J, + CH,COOK + 2KOH. 
Isopropylalkohol bildet wie Aceton Jodoform, doch tritt diff 


Reaktion sehr langsam ein und ist abhingig von der Verdiinnun.™ 
Fiigt man z. B. zu 25 mg Isopropylalkohol 100 ccm Wasser, 


einen Jodverlust von 0,1 ccm feststellen. Bei klinischen Unter. 


suchungen kann dieser Fehler vernachlissigt werden. Unte— . 
: , = pe Seln 
gleichen Bedingungen verbrauchen: 25 mg Acetaldehyd = 0,4 ccuf \ 
: : | Vers 
30 c 
; Tolu 
Bestimmung von Aceton und Isopropylalkohol im Kot. Lie F Kons 


F gabe 


n/10-Jod, 100mg Acetaldehyd = 1,6 ccm und 100 mg Athy! 
alkohol = 0,1 ccm. 


Tagesmenge Kot wurde gewogen und im Morser fein zerrieben. 
80—100g davon wurden 3mal mit je 100 ccm Wasser dekantiert, 
mit 3g Eisessig versetzt und etwa 150 ccm abdestilliert. Das 
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40 ccm n-Kalilauge und 25 ccm Jod zu, so kann man bei de B Lebe 
Riicktitration mit n/10-Natriumthiosulfat nach genau 5 Minute, .,, 


E Isc yp) 
& riic k 


Destillat wurde mit Magnesiumcarbonat alkalisch gemacht wif auf 


nochmals destilliert. Zu 100ccm dieses Destillates wurden 5 cen 


1:4 verdiinnter Schwefelsiure gegeben und die Destillation wieder 


holt. Das letzte Destillat wurde im MeBkolben auf 200 ccm Bante 


aufgefiillt und in 80 ccm der Lésung das Aceton wie im Hane 


Fund 









Gehalt von Aceton in Harn, Kot und Organen von Hunden usw. 6] 







stimmt. Weitere 80 ccm wurden auf Isopropylalkohol unter- ' 


Propyee cht. Zur Kontrolle wurden noch die Frommersche Salicyl- 












“me pldehydprobe*), die Legalsche Nitroprussidnatriumprobe und die 
ie PGinningsche Jodoformprobe®) ausgefiihrt und positiv gefunden. 
. ues, Kot und Harn von —— Hunden konnte weder Aceton 
ht w 








quant). 





_ Bestimmung von Aceton und Isopropylalkohol in den Organen 
das in fer Hunde. Die Organe des Hundes Nr. I wurden in Toluol 
konserviert. Da Toluol Aceton und Isopropylalkohol aufnimmt, 
‘uf eine Bestimmung nicht nur in den Organen, sondern auch 
5m Toluol gemacht werden. Die Organe wurden gewogen, ge- 
muhlen und, falls sie weniger als 100 g wogen, wurde nur diese 
‘Menge zur Untersuchung verwendet. Fiir die Destillation nimmt 
‘man zweckmaBig einen groSen Kolben, weil die Masse bei der 
SErhitzung stark st6Bt. Die Substanz wurde mit etwa 300 ccm 
Wasser tibergespiilt, 5 ccm 1:4 verdiinnter H,SO, und einige Siede- 
‘steinchen zugefiigt und etwa 100 ccm abdestilliert. Das den 
“Organen anhaftende Toluol geht mit in das Destillat iiber; es 
“wird im Scheidetrichter von der wiBrigen Schicht abgetrennt und 
‘noch 5mal mit je 30 com Wasser ausgeschiittelt. Die wiBrigen 
| Ausziige werden mit dem Destillat vereinigt und im MeBkolben 
Paufgefiillt. In manchen Fillen geniigte einfaches Filtrieren durch 
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tt i ‘Faltenfilter, um geringe Mengen Toluol zu entfernen. In der 
ad Baufzefullten Lésung wurde Aceton und I[sopropylalkohol wie in 
: ae “Harn und Kot quantitativ bestimmt. Zum Vergleich wurde die 
~ PLeber eines gesunden Hundes untersucht. Es konnte weder 
rte A Aceton noch Isopropylalkohol nachgewiesen werden. 

tal | Ks war noch die Konservierungsfliissigkeit auf das Vorhanden- 
— sein von Aceton und Isopropylalkohol zu untersuchen. Da blinde 


‘thy Versuche ergaben, dab durch 5 maliges Ausschiitteln mit je etwa 

“ — 90 ccm Wasser Aceton und Isopropylalkohol fast quantitativ aus 

_— Voluol gewonnen werden kénnen, wurden 100 cem der benutzten 

| Deke Konservierangefitissigkeit entaprechend behandelt. Bei der An- 

‘eben, gab e der in uss Siete Organen gefundenen Mengen Aceton und 

ter F Isopropylalkohol sind die aus Toluol gewonnenen Werte mit be- 

Das _ticksichtigt. Die Organe der beiden anderen Hunde wurden nur 
untB auf Kis gelegt und sofort verarbeitet. 


> cc 5 3 ‘ ° 4 > 
‘* Die Tab. 1—3 zeigen die ausgeschiedenen Mengen von Aceton 
CQCI* . > . , 
eon und Isopropylalkohol im Harn, Kot und in den Organen der drei 
ce 


/untersuchten Hunde. 
Har 
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Gehalt von Aceton in Harn, Kot und Organen yon Hunden usw. 638 





Tabelle 3. 


Organe*). 














Hund Nr. I, 22 kg |Hund Nr. II, 23 kg] Hund Nr. III, 22 kg 
we Organ = = as = 3 as a Ss | = 
. baw. e | 8 ges €¢ | cs igael & | 3 ieee 

ae . a o me OM re GO wi OD “$ SD im 
| Fliissigkeiten on = i ros os = em * = ie 
g mg mg g mg mg gr mg mg 
BBlut. . . - | 620 | 245 280 | 680 270 300 | 690 190 211 
Bieber. . . | 744 | 22 52 | 756 20 48 | 800 | 26 60 
= °MRGebirn . . | 75 | 38 80 79 8 69 76 | 31 66 
PMuskel . . | 100 11,2) 25 | 100 13 28 | 100 | 20 | 38 
mHerz ..-. 172 81 161 185 40) 90 160 60 123 
BMilz. . . « 60 18 62 65 | 22 8 §2 13 3 
——~—- @eNieren . . 115 31 65 122 29 62 120 20 42 
PBauchfett . | 100 3 13 100 4 18 100 6 25 
F Blasenharn . 70 838 85 110 40 92 130 50 112 
a 
~+=[— *) Die Hunde haben 4 Stunden vorher 90 cem Isopropylalkohol mit der 
' Schlundsonde bekommen. 
ae | Schrifttum. 
i. Kemal, Biochem. Z. 187, 461 (1927). 
2, Kemal, Z. anal. Chem. 107, 33 (1936). 
: 3. Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, II. Aufl., 1, 250 (1910). 
'4. Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, II. Aufl., 1, 254 (1910). 
)» Bardy, J. Pharmacie [5] 4, 30 (1881); Z. anal. Chem. 24, 147 (1885); 
Bohriseh, Pharmaz. Zentralhalle, 1907, S. 181: C. Neuberg, Der 
aa Harn 1, 292 (1911). In der ersten Veréfientlichung von Bardy wird 
als Autor Giinning auf Grund von privaten Mitteilungen (nicht aber 
(running) genannt. 
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Co-Zymase. 
Von 
H. v. Euler und F. Sehlenk. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1936.) 


Seit dem Erscheinen unserer letzten ausfiihrlichen Mittei 


liber Reinigung und chemische Untersuchung der Co-Zymase'! 


der iiber die Darstellung und Eigenschaften von Priiparaten 
erheblich gesteigerter Wirkungsfihigkeit, die Siurehydrolyse 


die hier mitgeteilt werden sollen. 


Die Reinigung scheint ihren AbschluB gefunden zu haber, 
da wir bei der Darstellung auf verschiedenen Wegen und bei 
verschiedener Reihenfolge der einzelnen Fiallungen und Frat. 
tionierungen niemals iiber einen gewissen Grenzwert der Aktivitit 
hinausgekommen sind. Dieser liegt, wenn wir uns auf das friiher 
Maksystem beziehen'), bei ACo = 650000. Mit diesen Priiparater 
wurde eine Reihe wichtiger Feststellungen betreffend Wirkungs- 


} 
aes 


mechanismus*) und Abgrenzung desselben*), sowie die Natur 


Co-Zymasemolekiiles selbst gemacht. Die Elementaranal) 
fiihrten uns zur Aufstellung der Summenformel*) C,,H,,O,,\,?; 
die im Einklang mit den Ergebnissen der Siure- und Alkali 
hydrolyse steht. Diese Summenformel, die Untersuchungen iiber 
die Verkniipfung der beiden Basen mit den Kohlenhydrat- un 


Phosphorsiuremolekilen, die Titration und das Verhalten 


Co-Zymase und ihrer Dihydroverbindung gegen Siure und Alkal. 
der 


haben zu stindiger Erweiterung unserer Kenntnisse von 
Koustitution gefiilirt. 


') Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 240, 113 (19386). 

*) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 

) Euler, Vestin u. Heiwinkel, Sv. Kem. Tidskr. 48 176 (1936 
Kuler u. Schlenk, Sv. Kem. Tidskr. 48, 135 (19386). 
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und Nicotinsiiureamid sowie von Pentosephosphorsiiure berichtelR 
wurde, haben unsere Untersuchungen weitere Fortschritte gemacht, 


siure 


Unter 
F auch 


PGegen 


qen vy 


darges 


suchur 


der (¢ 


PHellst 


£11936): 
PGiinth 


") 
{ 
} 


Arkiy f. 


Nr. 31 
BOhime 


Diese J, 


H pp 











Co-Zymase. 65 


Uber die Wirkungsweise der Co-Zymase als Co-Dehydrase 
‘haben die Untersuchungen des hiesigen Instituts weitgehend 
Klarheit geschaffen, desgleichen konnte ihre Rolle im Ablauf der 
alkoholischen Girung erwiesen werden'). Neuerdings wurde fest- 
'cestellt, daB die Co-Zymase auch bei der Glykolyse als Wasser- 
toffiibertriger fungiert’). 


mH PT 


Die Fihigkeit, in manchen Systemen iihnlich den Adenosin- 


}phosphorsiuren wirken zu kénnen (Co-Phosphorylasewirkung), 


rwurde auch bei Priparaten eines vorgeschrittenen Reinigungs- 
‘stadiums beobachtet. Reine Co-Zymase kann aber, wie eine 


/ Untersuchung von Euler, Vestin und Heiwinkel zeigte, nicht 


die Adenylsiure ersetzen als Acceptor fiir Phosphat in einem 


PSystem, bestehend aus dialysiertem und gealtertem Muskelextrakt 


+ Mg + Phosphokreatin [als Donator’)], eine Eigenschaft, di 
| 


Pweniger reine Priaparate regelmibig zeigten. In den letzten 
PStadien der Reinigung war also eine wahrscheinlich mit Adenyl- 
Psiure identische Verunreinigung abgetrennt worden. Durch weitere 
‘Untersuchungen konnte gezeigt werden, dai reine Co-Zymase 


auch in anderen Systemen, z. B. Milchsiiurebildung aus Glykogen 
jn Muskelextrakt und Mineralisierung von Phosphoglycerinsiiure 
nn Muskelextrakt, nicht als Co-Phosphorylase wirkt*). Die Frage, 


fob sie iiberhaupt an Vorgiingen der Phosphorylierung teilhat, ist 
PGegenstand einiger Experimentaluntersuchungen der letzten Zeit). 


Die angefiihrten Ergebnisse der Untersuchungen des hiesigen 


Jnstituts kénnen weitgehend als gesichert betrachtet werden, da 
Mnzwischen in verschiedenen anderen Instituten Co-Zymase nach 
iden von Myrbick, Albers und uns angegebenen Verfahren 
Fdargestellt wurde, teils um Material fiir enzymatische Unter- 
Msuchungen zu gewinnen, teils um an der Konstitutionsaufklirung 
‘der Co-Zymase teilzunehmen (Warburg). 


') Euler, Adler u. Kyrning, Diese Z. 242, 215 (1936); Adler, 


PHellstrém u. Euler, Diese Z. 242, 225 (1986). 


*) Euler, Adler u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, 31 


(1936): Meyerhof u. Ohlmeyer, Naturw. 24, 741 (1936); Euler, Adler, 
fGiinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1937). 


*) Vgl. Anm. 3, S. 64. 
‘) Euler, Adler, Giinther, Heiwinkel u. Vestin, Sv. Vet. Akad. 


Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 24 u. 25 (1936). 


*) Euler, Adler u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 125, 


Br. 31 (1986); Meyerhof u. KieBling, Naturw. 24, 361, 557 (1936); 
Whimeyer, Biochem. Z. 287, 212 (1936); Euler, Adler u. Ginther, 
Diese Z. (im Druck). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 
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Reindarstellung der Co-Zymase aus Hefe. 
In der ersten Mitteilung dieser Untersuchungsserie?) finde 
man die Vorschrift zur Grundreinigung, die sich im wesentliche 
den von Myrbick friher ausgearbeiteten Methoden anschiief 


und als neuen und besonders wirkungsvollen Schritt die Cupr.f 
salzfallung vorsieht. Wir haben dieses Schema ohne jede A\.— 


‘inderung beibehalten*). Der Reinheitsgrad der Priparate nae) 
Stufe 5 (Alkoholfallung der entkupferten Loésung) betrigt in 


Durchschnitt 60°/, (ACo = 400000), kann aber bisweilen erhel.§ 


lich besser sein**), Unter den noch vorhandenen Verunreinigunge 
nimmt die Adenylsiure die erste Stelle ein. Wir konnten sie au 
(o-Zymasepraparaten nach Schritt 5 in analysenreiner Fom 
gewinnen (vgl. unten). Wege zur weiteren Reinigung wurden iz 


. 


der erwihnten Arbeit bereits vorliufig mitgeteilt, und zwa 


|. fraktionierte Fallung mit Alkohol, die eine Abtrennung wok 
P werde 
 mutlic 
Bie e] 
yier- 
Pbicht 


Co-Dehydrase IJ (Warburgs Co-Ferment) und Steigerung de 


Reinheit ergibt. Den experimentellen Angaben haben wir nicht 


hinzuzufigen. 2. Das von Warburg und Christian entdeckt 
Fallungsverfahren aus n/10-HCl-Methylalkohollésung?) mit Essig. 
ester, das von uns auf die Co-Zymasereinigung iibertragen wurde, 
Sein Hauptvorzug sollte die Méglichkeit zur Abtrennung vo 


und wir haben deshalb ein besseres Verfahren ausgearbeitet, da 
regelmibig zum Erfolg fiihrt. 3. Adsorptionsanalyse, ,,chromato- 
graphische Reinigung“ mittels Aluminiumoxyd (stand. nach Brock: 
mann; Merck). Diese Methode wurde zum ersten Male von Euler 
und Adler zur Abtrennung von Warburgs Co-Ferment aus Co. 
Zymasepriparaten verwendet. 


Zum Auswaschen der Co-Zymase diente Wasser, zur Elutiof 


des Warburgschen Co-Fermentes m/60-KH,PO,-Lésung. 

Es zeigte sich, daB die Co-Zymase auch im _ priaparativel 
Verfahren durch Wasser aus der Al,O,-Siule eluierbar ist. Di 
Siulenanordnung laBt sich nicht durch Riihren oder Schiittels 


') Diese Z. 240, 114—120 (1936). 
Herrn Oberingenieur H. Brahmer, Norra Jistfabrik, Stockholm, sin! 
wir fiir die regelmiBige Stiftung des Ausgangsmaterials zu groBem Dati 
verpflichtet. 


**) Dodds und Greville (London) haben Co-Zymase nach unser'fj 


Methode dargestellt. Ein uns zur Priifung iibersandtes Priiparat (Alkobo 
fillung nach Cu!) hatte einen ACo-Wert iiber 600000 und enthielt nur noc! 
wenig Adenylsiure. 

Warburg, Christian u. Griese, Biochem. Z. 282, 156 (1935). 
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mit dem Adsorbens ersetzen, denn durch Wasser kann man bei 


jedem Elutionsvorgang nur einen Teil der Co-Zymase freilegen, 
/was unrationell ist, da man bei diesem Verfahren jedesmal auch 


einen gewissen Prozentsatz der Verunreinigungen eluiert, soweit 


wir kennen kein anderes Lésungsmittel als Wasser (abgesehen 


‘yon salzsaurem, wasserfreien Methanol, das hier aus anderen 
'Griinden nicht angewendet werden kann). Eine erhebliche Anderung 
‘der Aciditét vertrigt das Co-Zymasemolekiil nicht. Adenylsiure 


und Warburgs Co-Ferment (Co-Dehydrase II) werden stiirker 


fadsorbiert als Co-Zymase und kénnen so, wenn sie in nicht zu 


grober Menge als Verunreinigung beigemengt sind, abgetrennt 


‘werden. Die gréBere Haftfestigkeit dieser Begleitstoffe ist ver- 
‘mutlich') durch die gréBere Anzahl saurer Gruppen bedingt, die 
‘sie enthalten. Co-Zymase: einbasisch; Warburgs Co-Ferment: 
fyier- oder fiinfbasisch; Adenylsiure: zweibasisch. Es ist aber 
‘icht bewiesen, daB die Adsorption der Nucleotide nur durch die 
‘Siuregruppen bedingt ist. Denn, abgesehen von mechanisch mit- 
gerissenem, leicht entfernbarem Adsorptionsmittel, wird <Al],O, 
Much in anderer Form ein lastiger Begleiter der Co-Zymase. 
‘Engt man niimlich die Lésung nach der Siulenadsorption ein 


und fillt daraus die Co-Zymase in der iiblichen Weise mit Alkohol, 
gs» zeigen die so erhaltenen Priparate bei der Elementaranalyse 
gu ticle C-, H-, N- und P-Werte, jedoch das richtige Verhiltnis 
(:H:N:P. Die Aluminiummenge (nachgewiesen durch die iiblichen 


‘Reaktionen der anorganischen Mikroanalyse, vor allem mit Alli- 


zarinsulfosiure oder Tetraoxyflavanol) ist wechselnd. Man kann 
nicht aluminiumfreie Priipararte dadurch erhalten, daf man 


Siuren der mit Alkohol zu fillenden Lisung zusetzt. (Versuche 


mt HCl, HNO,, H,SO,, mit denen die Lésung }/, n- bis n-sauer 
gemacht wurde). Auch eine an das Chromatogramm anschlieBende 


Fillung der Co-Zymase als Silbersalz und Regenerierung daraus 


fihrt nicht zum Ziel. Hiiutig haben die Priiparate die Zusammen- 


etzung eines basischen Salzes. 


Die Wirkungsfahigkeit der Co-Zymase ist in keinem von 
ms untersuchten System mehr herabgesetzt, als es durch die 


Euler u. Adler, Diese Z. 241, 241 (1936). 
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Gewichtsprozente an Begleitstoff bedingt ist. Man kann die To,f 3, 
erde aus der Co-Zymase als Al(OH), fallen, wenn man die Lisuy; 
mit Lauge versetzt, wobei natiirlich ein UberschuB zu vermeida— co 
ist. Wegen der Alkaliempfindlichkeit ist gréBte Vorsicht bef 5 cx. 
dieser Operation zu beobachten. Kine an die Siulenadsorptig 
anschliebende Alkoholfraktionierung gibt nur selten eine Auf 7uss 
trennung in verschieden aktive Fraktionen. borat 
Kin Verfahren, durch das man noch leichter zu reiner (uf Was 
Zymase kommen kann, und das sich besonders dann eignen diirfe Jaw 
wenn die Darstellung nur gelegentlich und nicht in oft wiede yeit, 
holten Ansitzen vorgenommen werden soll, ist auf folgender Basi 
gegriindet: Statt aus einer Lisung die Co-Zymase spezifisch au gop 
zufillen, werden die Verunreinigungen gefallt und ein betriich# pps 
licher Verlust an mitgerissener und mitfallender Co-Zymase if Blois 
Kauf genommen. An Verunreinigungen sind nach der Cu'-Fillun& 9 sy 
noch vorhanden: Adenosinphosphorsiuren, Produkte, die durdf ¥yoje 
die Spaltung des Co-Zymasemolekiils hervorgegangen sind und diff 
sich im Verhalten der Adenylsiure als ahnlich erweisen, ferne 










Sante! 
andere Phosphorsiiureester. Diese Verbindungen entfernen wif das | 
durch Behandeln der konzentrierten Co-Zymaselésung mit Bary§h ssi 
wobei die Bedingungen so gewihlt werden, daf einerseits nici his 1 
zuviel von dem verhiltnismiBig leicht léslichen Bariumsalz def veda 
Co-Zymase mitgerissen wird, andererseits aber der Erfolg der AME 2 cey 


trennung der unerwiinschten Begleiter nicht in Frage gestellt isff gekiil 
Das gleiche gilt fiir die Fillung mit Bleiacetat, die nach En® fugie: 
fernung des iiberschissigen Barium aus der Mutterlauge vu 2 cen 
genommen wird. Auch im AnschluB an dieses Verfahren genisi zuset: 
es meistens, in einer Fraktion die Co-Zymase aus der wiibrigufh 90°) 


Lésung mit Alkohol auszufiallen. Plekar 
Reindarstellung der Co-Zymase aus Hefe. * 
 2etzte 


Die hier beschriebenen Reinigungsschritte schlieBen an die von wy.” 
eingehend beschriebene Grundreinigung an [vgl. Diese Z. 240, 117-1! e\ els! 
(1936)]. In der Ubersichtstabelle (ebenda, S. 115) ist ein Fehler zu b4™ Anor 
richtigen: Wihrend die ACo-Werte (Reinheitsgrad) auf unsere Standarif% ayf}i, 
Apozymase bezogen sind, wurden die Co-Werte (Ausbeute) mit einer Ap 
zymase berechnet, die nur '/, der richtigen Girwerte lieferte. Die Co-Av 
gaben (erste Spalte) sind daher mit 3 zu multiplizieren. Die Ausbeute a -‘ 
Co-Zymase betrigt im Durchschnitt bei der Alkoholfallung nach der (i yy ass 
Stufe 1 g aus 10 kg Hefe. | teilen 

1,0 g Co-Zymase (ACo = 400000) wird in 25 ccm Wass di 
gelist, wenn notig ein geringer Riickstand abzentrifugiert und df artize 
Lésung unter sorgfiltigem Kiihlen und stiindigem Riihren mB trock 
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pesiittigter Barytlésung versetzt, bis p,, etwa 6,5 ist. Hierbei ent- 


‘steht ein flockiger Niederschlag, der nach 10 Minuten langem 


Stehen abzentrifugiert wird (Niederschlag 1). Man wiischt ihn mit 
yccom 10°/,iger Bariumacetatlésung, vereinigt Waschfliissigkeit 
und Mutterlauge und entfernt Ba” quantitativ durch tropfenweisen 


Zusatz von eiskalter 0,5 n-Schwefelsiiure. (Alle Operationen unter 


sorgfiltiger Kithlung.) Die BaSO,-Fillung wiischt man mit 5 ccm 


t W: isser, zentrifugiert und vereinigt das Waschwasser mit der 


Hauptlisung. Das Volumen betriigt nunmehr etwa 45 ccm. Die 
weitere Verarbeitung erfolgt auf einem der folgenden Wege: 

a) Man tragt 3g fein pulverisiertes Bleiacetat ein und rihrt 
den Bodensatz, bestehend aus organischen Bleiverbindungen, etwas 
PbSO, und ungeléstem Bleiacetat, mehrfach auf, bis fast alles 
Bleiacetat gelést ist. Man liBt nun das Gemisch mindestens 
®Stunden im Kiihlschrank stehen. Anschliebend wird zentri- 
jugiert, die Fallung (Niederschlag 2) mit 5 ccm 10°/, iger Bleiacetat- 


jésung gewaschen, Mutterlauge und Waschwasser vereinigt und 


Pp] 


Punter Eiskiihlung mittels Schwefelwasserstoff von Pb” befreit und 
nh Wit 
Bary. 
} nich 
lz de 


das Bleisulfid mehrmals mit Wasser gewaschen, dem einige Tropfen 


| Essigsiiure zugesetzt sind. Das Volumen betriigt nun etwa 100 


bis 120 com. Im Vakuum (Bad < 40°) wird auf 20—25 ccm ein- 


Pgedampft, wenn n6étig durch ein kleines Filter filtriert, mit 1 bis 
/2ccm Wasser nachgewaschen und mit der 10 fachen Menge eis- 
Lit is 


gekiihltem Alkohol langsam gefallt. Die Fallung wird abzentri- 


‘fugiert. Ist sie kolloid, so muB man vor dem Zentrifugieren etwa 


2ceom 4n-HCl, verdiinnt mit dem 10fachen Volumen Alkohol 


-zusetzen. Die Fallung wischt man im Zentrifugenrohr 2 mal mit 
/90°),igem Alkohol und dann mit absolutem Alkohol oder Aceton, 


dekantiert die Waschfliissigkeit nach dem letzten Zentrifugieren 
von der fest zusammengebackenen Co-Zymase und vertreibt die 


on we 2ctzten Reste an noch anhaftender Waschflissigkeit auf folgende 
Weise: Man verschlie8t das Zentrifugenrohr in exsiccatorahnlicher 
|Anordnung durch einen gut angepaBten, am besten deckelartig 
autliegenden Gummistopfen, der durchbohrt ist und ein Rohr mit 


p Schliffhahn trigt, und evakuiert mit einer Wasserstrahlpumpe. 


Das Abdunsten beférdert man durch Einsetzen in 25—30° warmes 


Ww asser. Bisweilen ist es erforderlich, gréSere Brocken zu zer- 
‘teilen und an den Wiinden des GefiBes zu verstreichen. Nach 
dieser Behandlung laBt sich die Co- Zymase leicht zu einem mehl- 
pertigen Pulver verreiben und in eine Schale iiberfiihren. Man 
Ptrocknet im Exsiceator iiber KOH. 











70 H. v. Euler und F. Schlenk, 


Ausbeute 250—300 mg; ACo = 650000. Von 400000 (f- 


60°/,iger Co- Zymase werden also 160000—195000 Co in reing 


Form gewonnen, d. i. 40—50°/,. Uber den Reinheitsgrad vgl. unte. 


Die Niederschlige 1 und 2 enthalten hauptsichlich Adenosinphospho; 
siiuren, Co-Zymase und andere Substauzen. Nach dem Zersetzen von Niede. 
schlag 1 (Ba’-Fallung) mittels Schwefelsiure und Fillen mit Alkohol wurdy 
Niederschlige erhalten, die zu '/,—'/,; aus Co-Zymase bestanden. Auf () 
Phosphorylase-Wirkung im System: Mineralisierung von Phosphoglycerin. 





siiure durch Muskelextrakt, bei Zusatz von Aktivator gepriift, erwiesen sii 
diese Priparate als sehr wirksam. Das gleiche gilt fiir Niederschlag:R 
(Pb"-Fallung). Es wurde gefunden, da die nach dem Zersetzen mit H\f7 
und Fallen mit Alkohol erhaltenen Priiparate nur 20—25°/, Co-Zymayfh” 
wirkung besaBen, dagegen sehr gute Aktivatorwirkung in Umphosphor, ‘ 
lierungssystemen hatten. Eine Uberschlagsrechnung zeigt, daB man die) 
beim Darstellungsvorgang verlorene Co-Zymase fast ganz in diesen beidafe” 
Fiallungen wiederfindet. Es lohnt sich aber nicht, die Co-Zymase aus diesa ‘ 


Niederschligen zu isolieren, obwohl ihre Menge betriichtlich ist, denn di 
Anreicherung gerade der schwer zu entfernenden Verunreinigungen, die b 
in die letzten Stufen der Darstellung mitgegangen sind, ist groB und ihr 
Abtrennung nicht leicht. Immerhin kann man Niederschlag 2 (Pb"’-Fillun 
in 100 cem Wasser aufriihren und die in Liésung gegangene Co-Zymax 
nach dem Abzentrifugieren aufarbeiten (Zerlegen mit H,S, Eindampfe 
Alkoholfillung). Man erhalt 80—100 mg Co-Zymase vom ACo-Wert > 50000) 
(meist Co-phosphorylasefrei). Mit gutem Erfolg kann man dagegen aus de 
Niederschligen 1 und 2 Adenylsiiure daratellen. (Beschreibung demniich 
an anderer Stelle.) 


b) Saéulenadsorptionsverfahren: Ein Glasrohr von 7—8 m 
lichter Weite wird an seinem unteren Ende so aufgebogen, dali” 
man ein dariiber gestiilptes, weiches Stiick Kupferdrahtneuf 
durch herumgelegten Draht befestigen kann. Als Unterlage [iq 
die Adsorptionsschicht bringt man einen gut durchfeuchteteg” 


Wattebausch an, indem man ihn mit einem Glasstab durch di 
obere Offnung des Rohres hinabschiebt und auf dem Kupfernet 


feststampft. Das untere Ende des Rohres, welches von eineq” 


durchbohrten Gummistopfen getragen wird, ragt in eine Saug 
flasche hinein. Man fillt das Rohr nun mit Wasser und gieli 


eine Aufschliammung von Al,O, (stand. nach Brockmann; Merck ; 


nach, sobald das Niveau der ersten Wasserfillung den Waitte 


bauseh nahezu erreicht hat. Fiir die Adsorptionstauglichkeit 1s 4 S 
es wesentlich, daB die Aufschlimmung frisch bereitet wird. le 


die Al,O,-Schicht 9—10 cm hoch, so bricht man die Zugabe al. 
Das Adsorptionsmittel sinkt so rasch zu Boden, daB es nicl! 
schwer ist, den richtigen Zeitpunkt zu finden. Nur durch Be 
folgen dieser Vorschriften kann man das Festsetzen von Luftblase 


in der Adsorptionsschicht vermeiden und eine gleichmiBige Packun 4, 
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)00 (ff erreichen. Man saugt bei diesen Operationen noch nicht. Ist rf 
reing ‘fast alles Wasser durchgelaufen, so entleert man schnell die Vor- 
age und fillt dann die nach Ba”-Vorbehandlung erhaltene Co- 
ymaselésung auf. Nunmehr verlangsamt sich das Durchgangs- 
‘tempo Immer mehr und man beginnt allmihlich schwach zu saugen. 
ie in der Vorlage angesammelte Fliissigkeitsmenge nimmt man 
eweils heraus, wenn das Volumen etwa 10 ccm betrigt und ver- 
vabrt die Fraktionen getrennt im Kiihlschrank. Jede wird der 
.f Girungsprobe aixtorworfen. Die ersten 20 ccm enthalten meist 
keine Co-Zymase, dann steigt der Gehalt sehr plitzlich, und die 
‘® Hauptmenge kommt. Inzwischen hat man begonnen, mit Wasser 
‘nachzuwaschen. Die Adsorptionsschicht darf unter keinen Um- 
: )stinden voriibergehend trocken liegen. Die in den einzelnen Frak- 
3 diesel " tionen onthaltene Menge Co-Zymase wird allmahlich immer ge- 
enn di i ringer. Hat man mit etwa 100 ccm Wasser eluiert, so enthalten 
ae "sie nur noch so wenig, daB man sie nach erfolgter Gurprobe ver- 
“illung 'wirft, zumal die Gefahr droht, daB nun andere Substanzen durch 
Zymase die Siule hinabgewandert sind. Die Durchgangszeit der eigent- 
mpfr lichen Lésung soll 1/, Stunde nicht tiberschreiten, das Waschen 
mig "dauert etwa 1 Stunde. Da das Durchgangstempo immer langsamer 
mnichd "wird, muB man das Saugen allmiéhlich verstairken. Vor allzu 
B starkem Saugen sel jodi gewarnt, da sich das Rohr dadurch 
8 wn : yerstopfen wiirde. Jede Garungsprobe nimmt etwa 2—3 Stunden 
», dai in Anspruch, und man ist daher iiber das Resultat erst nach Be- 
htnet Dendigung des Elutionsvorganges im Bilde. Es empfiehlt sich, mit 
ve fie einem Uberschu8 Wasser nachzuwaschen, fiir den Fall, daB die 
htetee B Co- Zymase langsamer als erwartet durch dio Saule ueechilinet sein 
sh dime ' sollte. Die ersten und letzten nur schwach wirksamen Fraktionen 
ornetiie D verwirft man. Bei einiger Ubung geniigt es meist, in 1—2 Anfangs- 
eineufe fraktionen, eine groBe Hauptfraktion und 1—2 Endfraktionen zu 
Saug. D uterteilen, Die Fraktionen, welche mehr als 100 Co/ccm ent- 
sich vhalten, vereinigt man. Ihr Volumen betragt etwa 80—100 ccm. 
Merck. Eine leichte Triibung beseitigt man durch ‘Zentrifugieren. Nach 
Vattee dem Einengen nimmt man die Alkoholfallung, wie unter a) be- 
sit is  schrieben, vor. 
Is Ausbeute 300—400 mg; ACo = 600—630000. 
ye all 3 Die durch Al,O,-Adsorption gereinigten Priiparate enthalten Al(OH), 
nichi{E Yd cementsprechend herabgesetzte Aktivitit. Die Elementaranalyse ergibt 
» Ba aber meist die richtigen Verhiltniszahlen C: N:P, was beweist, da8 keine 
' anderen Verunreinigungen in den Priéparaten enthalten sind. Z. B.: gef. 


dlaset ©C:N:P = 4,01:1,58:1, berechnet fiir eine Verbindung C,,N;P,...: 
ckungi 4,06: 1,58 : 1. 
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Bisweilen stimmt die Zusammensetzung auf die fiir ein basisches Al. Jer 
miniumsalz berechneten Zahlen. x 


. , ; kam 
Priparat a). Beim Trocknen i. Hochvy. (80° verloren die Einwaga fh’ , 
Padars 


8,5°/, an Gewicht. ba 

4,420 mg Subst.: 5,705 mg CO,, 1,690 mg H,O. — 3,158 mg Subst Pysaur 
0,370 ecm N, (22°, 755mm). — 10,654 mg Subst.: 62,285 mg Ammonium} soll 
phosphormolybdat (Dr. Schéller). a 

Priparat b). 

4,488 mg Subst.: 5,760 mg CO,, 1,620 mg H,O. — 3,237 mg Subst. 
0,379 com N, (23,5°, 760 mm). — 3,824 mg Subst.: 22,80 mg Ammoniun.& 
phosphormolybdat. : 

Fiir C,,H,,0,,N,;P, + Al(OH), — 1H,0. 
Ber. C 34,86 H 3,87 N 18,55 P 858 
Gef. a) ,, 85,20 ,, 4,28 ,, 18,47  ,, 8,49: 
Gef. b),, 35,00 ,, 4,04 ,, 13,48 ,, 8,65. 


Um die Priiparate yon Al zu befreien, verfihrt man folgendermaben: fh 
Man lést in ungefaéhr 6—8 cem Wasser und setzt unter Kiihlen und Rihra fe ~ 
0,5n-NH,OH zu, bis py=7 erreicht ist. Das ausgefallene Al(OH), wird abzentr.je 1°" 
fugiert und die Lésung mit 0,5 n-HNO, auf py = 2 gebracht. Mit gekiihitenf }S 
Alkohol fallt man die Co-Zymase und behandelt sie wie oben beschrieben § 

Ausbeute 200—300 mg; ACo = 650000 (etwa 30—50°/,). 

Zur Priifung auf Al lést man 8 mg in 0,1 cem n/10-NaOH, seta pf 
einen Tropfen 0,1°/,iger Lésung von alizarinsulfosaurem Na (Alizarin § | 
zu und sduert mit n/10-Essigsiure schwach an. Es darf nur eine leicht 
orange bis rosa Firbung auftreten; entstehen rosa Flocken, so mub die 
Behandlung mit Alkali wiederholt werden. Durch Vergleichsproben mi 
einer Lésung von bekanntem Al’-Gehalt kann man die Menge, die in einen 
Co-Zymasepriparat enthalten ist, bestimmen. ; 

Ein Priparat, das auf diesem Wege hergestellt war, zeigte folgend 





ry 

Analysenwerte: k (x1 
Gewichtsverlust der exsiccatortrockenen Substanz beim Trocknen bei 

60° im Hochvakuum fiir alle Einwagen etwa 8,5°/,. r Co-] 


4,290 mg Subst.: 5,945 mg CO,, 1,580 mg H,O. — 3,069 mg Subst. % der 
0,378 com Ng, (24,5°, 763 mm) (Dr. Schéller). — 2,670, 2,759 mg Subst. & hyd 
16,600, 17,8350 mg Ammoniumphosphormolybdat. : bait 

Fiir C,,H,,0,,N,P, 


Ber. C 38,00 H 4,08 N 14,77 P 9,35 (Mol.-Gew. 663) pp des: 
Get: Ot: 4 42 , 4,09 , Oo. | Akti 

| Dep 

Zusammenfassendes tiber Ausgangsmaterial und Ausbeuten. P dart 


Aus 10 kg Backerhefe, die etwa 75°/, Wasser enthilt, lassen ff (Au: 
sich durch die mitgeteilten Reinigungsoperationen durchschnittlich F die | 
250 mg Co-Zymase gewinnen. Die weite Verbreitung der Co-Zymase& extr. 
legt den Gedanken nahe, ein anderes Ausgangsmaterial zu wablenB 
Dies wurde im hiesigen Institut wiederholt getan, aber niemals— 
zu praparativen Zwecken oder fiir die Konstitutionsermittlung, ; Alb. 
da kein anderes Material an Billigkeit und Co-Zymasegehalt mt ® 
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hes Alu der Hefe verglichen werden kann. Zur praparativen Darstellung 
amen Pferdeblutzellen zur Anwendung, als Warburg Co-Zymase 
‘stellte, um sich von unserem Befund?), dab Co-Zymase Nicotin- 
jureamid enthalt, zu iiberzeugen?). DaB die aus Pferdeblutzellen 
ssolierte Co-Zymase mit der aus Hefe identisch ist, geht daraus 
-hervor, daB Warburg im Lauf der Untersuchungen seine anfangs 
Subs Punrichtigen Analysendaten den unseren immer mehr anniihern 
soit pio mnte. Ferner fand Warburg bei der Nacharbeitung der sonstigen 
F Befunde des hiesigen Sesthiiehen hekeeasitit Cosneddaidaabatt. Man kann 
F also auch aus Pferdeblutzellen ziemlich reine Co-Zymase dar- 
Fstellen. Ein Pferd enthilt etwa 25—30 Liter Blut, d. bh. durch 
| Zentrifugieren erhilt man etwa 10 Liter Blutzellen. Aus 1000 Liter 
. Blutzellen kann Warburg*) in 9 Schritten, darunter die Vakuum- 
“i : ‘destillation von einigen tausend Litern Aceton und 4 Fraktionie- 
vente Tungen, 930 mg Co-Zymase darstellen. Nach unserem Verfahren 
ithlten ee lisoliert man dieselbe Menge aus 37 kg Bickerhefe (‘Trockengewicht 
rieben ff 9—10 kg) 1 kg Hefe (naB) entspricht nach Obigem dem Blut von 
Detwa 3 Pferden. Die Ansicht Warburgs [%), 8. 293], daB rote 
» Set Pferdeblutzellen ein ,,weit besseres Ausgangsmaterial sind, als 
eh E Hefes, teilen wir nicht, ebenso nicht die Auffassung, daB sein 
16 dee Verfahren einfacher ist [*), S. 292). 
n ni 
einen Reinheitsgrad der Priparate. 
ends Als Kriterien fiir die Reinheit der Co-Zymase kann man 
gende , 
3 Gruppen von Versuchen und Testen heranziehen: 
on bei 1. Der Nachweis, da das Priparat frei ist von den anderen 
| (o-Enzymen, die im Ausgangsmaterial stets vergesellschaftet mit 
subst. der Co-Zymase vorkommen: Adenosinphosphorsiiuren und Co-De- 
ubst. BF hydrase II (Warburgs Co-Ferment). Zur Priifung auf Abwesen- 
'heit der ersteren bedienen wir uns fiir den tiglichen Gebrauch 
| des Systems: Phosphoglycerinsiiure + dialysierter Muskelextrakt + 
| Aktivator. Maximalaktivierung mit Adenylsiure gibt etwa 80°/,ige 
L peg ie cores Kine Zugabe von Co-Zymase als Aktivator 
darf diese Wirkung auch bei Uberdosierung nicht hervorrufen 
sel |Ausfiihrungsform vgl. eine folgende Mitteilung]. Ebensogut kann 
tlich ® die Priifung im System: Milchsaurebildung aus Glykogen in Muskel- 
nase extrakt erfolgen, oder: Umesterung von Phosphokreatin durch 


hlen. & 

well 4 1) ‘nies. Albers u. Schlenk, Diese Z. 237, 1 (1935); 240, 113 (1936). 
Z ?) Warburg u. Christian, "Biochem. Z. 285, 156 (1936); Euler, 
Un Albers u. Schlenk, ebenda 286, 140 (1936). 

mite *) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 287, 291 (1936). 
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gealterten, dialysierten Muskelextrakt. Co-Zymase darf dabei jy 5 


Gegensatz zu Adenylsiure nicht als Acceptor wirksam sein. 


Auf Gehalt an Co-Dehydrase II wird im Warbargechalll g 
System gepriift, am einfachsten im Thunberg-Versuch in der yq : 
Euler und Adler angegebenen Ausfihrungsform. Im oy : FF 
Hexosemonophosphorsiure + Enzym (Dehydrase + Co-Enzym +— 


Flavinenzym) + Methylenblau als Acceptor darf keine Enttirbungh 


erfolgen, wenn man als Co-Enzym das zu priifende Co- Zy mase. 


praparat zusetzt [zur Ausfiihrung vgl. Diese Z. 288, 233 (1935) 


Dagegen zeigen die Poiparate die maximale ‘Aktivierungs } 
fihigkeit im Girversuch. Zum Vergleich dienen Standardpraparate— 
Die Qualitét der Apozymase, die unserer Wertungsskala zugrunky 
gelegt wurde, erreichen wir seit lingerer Zeit nicht mehr. Dennochh 
haben wir das Wertungssystem beibehalten und berechnen with 


entsprechenden Faktoren, um einer Verwirrung vorzubeugen [vB 


Diese Z. 240, 114 (1936)]. Uber die Ausfiihrungsform ee: Girung yt 
und die einzuhaltenden Bedingungen liegen neue theoretische uni i 


praktische Angaben von Myrback vor!): Die Form der Girungs 
kurve ist wesentlich, Es mu nach einiger Zeit die co, 
wicklung proportional der Zeit erfolgen, da nur unter diese 
Bedingungen eine zuverlissige Auswertung der Kurve moglich ist. 





Uber den Reinheitsgrad friiherer Co- Zymasepraparate, die in diesen | | 


Institut dargestellt wurden, war eine Aussage durch die Wahl unsere 


Standardwerte natiirlich icht beabsichtigt. Die verschiedenen er- 


schwerenden Umstiinde schlieBen die Méglichkeit eines Vergleichs aus } | 
2. Die Grenze des Wirkwertes. Als Beweis fiir die Reinhei F 


der Co-Zymase ist der negative Ausfail der Versuche zu werteu, 
die in der Absicht ausgefiihrt wurden, durch Einschlagen ver- 


schiedener Wege bei der Reinigung und durch Wiederholun § 
einzelner Fallungen und Fraktionierungen iiber die meist erreicht: & 
Grenze der Aktivitit hinauszukommen. Diese Versuche halfen, de® 
endgiiltigen praiparativen Gang zu ermitteln. Der Grenzwert de— 
Aktivitit wurde bei keinem der im folgenden angedeuteten Weg: f 


iiberboten. 
Ausgangssubstanz war stets die nach dem Grundschema: Hete- 


kochsaft, Pb-Fallung, Hg-Fallung, Phosphorwolframsiurefillung, A 


Ag-Fillung, Cu'-Fallung, Alkoholfillung dargestellte Co-Zymase. 
ae z. B. folgeade Wege: 


Auftrennen in drei verschieden wirksame Fraktionen durch 
ee die zuletzt fallende war die aktivste, sie wurde def 


1) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 241, 148 (1936). 
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bei iy c julenadsorption unterworfen, die anschlieBende Silberfallung nahm 
nD. an so vor, daB der sauren Lisung AgNO,-Lésung zugesetzt wurde; 
>scheyf durch allmihliches Abstumpfen der Aciditaét wurden mehrere 
ler yo. Fraktionen erhalten, die sich nach dem Behandeln mit H,S und 
ysten: one mit Alkohol untereinander gleich aktiv erwiesen. 

yn +e Die Lésung wurde wie im Hauptreinigungsgang mit Ba” 
irbune a nets Die Lésung lieferte beim anschlieBenden Fraktionieren 
‘mase-§ der Bariumsalze verschieden aktive Fraktionen, die letzte war die 
1935), ¥ ' wirksamste. Sie wurde von Ba” mittels Schwefelsiure befreit und 
rung: der Al,O,-Adsorption unterworfen. AnschlieBende erneute Alkohol- 
arate [f fraktionierung trennte nicht mehr in verschieden aktive Anteile aut. 
rund 3. Vorbehandlung mit Ba’, nach dem Entfernen des Bariums 
nnoche erfolgte die Adsorption. AnschlieBend wurde mit Alkohol gefillt 
n mii und die Ba-Behandlung unter etwas veriinderten Bedingungen 
1 [vel wiederholt. Nach dem Entfernen des Ba” erwiesen sich die beiden 
irun mit Alkohol erhaltenen Fraktionen als einheitlich. 
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e ule 4. In der beschriebenen Weise Alkoholfraktionierung, Barium- 
‘ungs-F | behandlung, Adsorptionsanalyse, Alkoholfraktionierung, Adsorption, 
-Ent-F fraktionierte Hg-Fallung, Alkoholfillung. 

liesen 5. Bariumbehandlung, Alkoholfraktionierung, erneute Alkohol- 
sh ist{F fraktionierung, Acetonfraktionierung. 

lesen Diese Angaben stellen einen Ausschnitt aus dem groBen 


sereF Versuchsmaterial dar. Fiir die Bewertung und Behandlung der 
nerf Priparate, die die Adsorption durchgemacht hatten, gilt natiirlich 
sau. das auf 8.71 dazu bemerkte. Die eingesetzten Mengen Co-Zymase 
nheit{— waren sehr grob, die Verluste ungeheuer. 
arten, & 8. Das Verhalten in physikalisch-chemischer und 
ver-® chemischer Hinsicht. Die nach unserer Methode dargestellte 
lung Co-Zymase ist rein weif und in Wasser ohne jeden Riickstand 
ichte fF ldslich. Sie enthilt keine in alkalischer Lésung griin und in 
dex{F saurer Lésung blau fluorescierende Verunreinigung, wie sie bei 
, de® anderen Praparaten beobachtet wurde und zu verlustreichen oxy- 
Vege dativen Reinigungsschritten AnlaB gab}). Das Absorptionsspektrum 
_ wurde bereits mitgeteilt?). Die Untersuchungen des Wirkungs- 
Tete. mechanismus auch in kinetischer Hinsicht brachten keinerlei Wider- 
lung. spruch zu der Annahme, daB die Co-Zymase rein ist*). Die Hypo- 
1ase.[F joditreaktion nach Willstitter-Schudel®), die friiher nicht ohne 





) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 287, 291 (1936). 
der : Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 

] ) Adler, Hellstrém u. v. Euler, Diese Z. 242, 225 (1936). 
*) Myrbiick, Diese Z. 233, 95 (1935). 
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besondere Annahmen gedeutet werden konnte, scheint eine typische 
Kigenschaft von Pyridiniumbasen zu sein. Glucosido-l-pyridinium. 
bromid und Nicotinsiureamid-jodmethylat verhalten sich unter dey 
entsprechenden Bedingungen analog’). Die Titration der Co-Zymase 
(mit Indicator und elektrometrisch) zeigt, daB das Molekiil ein. 
basisch ist. Die Priparate wurden in exsiccatortrockenem Zustand 
titriert. Der Berechnung der wahren Kinwage wurde der hej 
diesem Feuchtigkeitsgehalt gefundene P-Wert zugrunde gelegt, 
Dieses Verfahren wenden wir stets an, wenn die Co-Zymase in 
exsiccatortrockener Form zu einem quantitativen Versuch ver. 
wendet wird, ausgenommen hiervon ist nur die Girung. 

Beispiel: 2,555 mg Co-Zymase (exsiccatortr.): 15,450 mg Ammonium 
phosphormolybdat (8,81°/, P). Demnach enthielten 53,90 mg des Priparates 
4,75 mg P, d.i. 1,53-10~* Grammatom. Da die Co-Zymase 2 Atome P ent- 
halt, war die Einwage 0,765-+10~4 Mol. 


Alkalititration der Co-Zymase (Phenolphthalein). 





Einwage Normalitit 


rr _  Verbrauch 
— Mol - 10* Aquiv.—Lauge « 104 der Lauge 
a) 0,765 0,78 n/10 
b) 0,241 0,248 n/50 
c) 0,273 0,266 n/50 











Das Resultat der elektrometrischen Titrationen steht in Ein- 
klang mit der Indicatortitration. 
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Elektrometrische Titration der Co-Zymase. 


1) Karrer. Schlenk u.v. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 125, 
26 (1936). 





Alle 
Pb-Verfak 
Bari 
entsprech 
die Zusal 
350 n 
kiihlung m 
gqusatz wur' 
wurde sor; 
sich die A 
nicht hemr 
Ausga 
Bariur 


Zur I 
Proben ve 
4,469 
0359 cem, 
BaSO,. — 
molybdat. 


Ks | 
Nucleotic 
tiefer ge! 
heterocy« 
verbrenn 
der Saur 
angenom 
ein fehle 
Streuung 
Analyser 
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Alle zur Titration verwendeten Priiparate wurden nach dem 
Pb-Verfahren (Weg a) dargestellt. 

Bariumsalz der Co-Zymase. Den Titrationsergebnissen 
entsprechend war zu erwarten, daf das Bariumsalz der Co-Zymase 
die Zusammensetzung U,,H,,0,,N,P,Ba:, hat. 


350 mg Co-Zymase wurden in 15 ccm Wasser gelést und unter Eis- 
kihlung mit gesittigter Barytlésung bis py = 9 versetzt. Durch Alkohol- 
qusatz wurde eine geringe erste Fraktion gefillt, die folgende zweite Fraktion 
wurde sorgfiltig gewaschen und getrocknet. Im Girungsversuch verhielt 
sich die Aktivitit zu der des Ausgangsmaterials wie erwartet. Ba’ wirkte 
nicht hemmend. 


Ausgangsmaterial . . . . . . ACo = 650000 (Mol.-Gew. = 663) 
Bariumsalz, Ber... . . . . . . ACo = 590000 (Mol.-Gew. = 730,8) 
Gef.. . .... . ACo = 77000. 


Zur Elementaranatyse wurde im Hochvakuum bei 100° getrocknet. Die 
Proben verloren dabei durchschnittlich 10°/, an Gewicht. 

4,469 mg Subst.: 5,715 mg CO,, 1,610 mg H,O. — 3,207 mg Subst.: 
0,359 eem, N, (25°, 761 mm) (Dr. Schdéller). — 16,285 mg Subst.: 2,450 mg 
BaSO,. — 4,885, 3,260 mg Subst.: 28,20, 18,50 mg Ammonium-phosphor- 
molybdat. 

Fiir C,,H,,0,,N,P,Bay, 
Ber. C 34,48 H356 N 1340 P8 48 Ba 9,40 
Gef. ,, 3488 , 404 , 1283 , 831 » 8,86. 


Die Schwierigkeit der Verbrennung. 

Ks scheint, daf die Co-Zymase zu den schwer verbrennbaren 
Nucleotiden gehért. Besonders der N-Wert wird oft betrichtlich 
tiefer gefunden, als es die Theorie verlangt. Es ist bekannt, daB 
heterocyclische Verbindungen (Pyridiniumbase!) zur Bildung schwer 
verbrennlicher, stickstoffhaltiger Kohle neigen'). Eine Verseifung 
der Siureamidgruppe im Verlauf der Darstellung kiénnte als Grund 
angenommen werden. Dagegen spricht aber, da dann die Titration 
ein fehlerhaftes Resultat geben miiBte. Weniger groB sind die 
Streuungen der C-Werte. Sie bewegten sich bei unseren besten 
Analysen zwischen 37,5 und 38,1°/,. Die Werte der P-Bestim- 
mungen lagen stets iiber 9°/,. 


Bau des Co-Zymase-Molekiils. 
Die Grundkérper, aus denen das Co-Zymasemolekiil zusammen- 








1) Pregl-Roth, Die quant. organ. Mikroanalyse, 4. Aufl., S. 106 
(Verlag Springer). 
?) Euler u. Myrbick, Diese Z. 198, 219 (1931). 
*) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 237, 1 (1935); 240, 113 (1936). 
*) Schlenk, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, 17 (1936). 
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und 2 Mol. Phosphorsiure. Als wir eine Summenformel?) auf Grund 
der Verbrennungszahlen aufstellen konnten, ergab sich die Sicher. 
heit, da& keine weiteren Grundkérper im Molekiil vorhanden sind, 
Die beiden Basen wurden durch Siurehydrolyse nach verschiedenen 
Methoden isoliert. Die Ausbeute kommt beim Adenin der theo. 
retischen (Mol.-Gew. = 663) nahe. Nicotinséureamid findet man 
70—80°/, d. Th. wenn man es als Pikrolonat isoliert. Pentose. 
phosphorsaure konnte nach saurer Hydrolyse, Entfernen des Adenin 
durch Silberfallung, Entfernen des Ag’ aus der Mutterlauge, Ein. 
dampfen und Neutralisieren mit BaCO, und Ba(OH), durch Zusatz 
von Alkohol als Bariumsalz ausgefiillt werden?). Die alkoholische 
Mutterlauge dieser Fallung enthilt das Nicotinsiiureamid, und man 
kann es nach dem Entfernen von Ba’-Spuren aus dem Alkohol 
in einer der friiher beschriebenen Weisen isolieren. Auf diesem 
Wege werden alle Grundkérper des Co-Zymasemolekiils in einem 
Gang gewonnen. P. Karrer stellte fest, da& in dem isolierten 
Produkt ausschlieBlich Pentose-5-phosphorsiiure vorliegt’). 


Die Kohlenhydratkomponenten des Co-Zymasemolekiils. 


Die Isolierung von Pentosephosphorsiure geschah auf dem 
oben angedeuteten Wege vor einem Jahr. Die Ausbeute wurde 
als beweisend dafiir betrachtet, dab beide Kohlenhydratmolekiile 
Pentosen sind. Da sich inzwischen ergab, daB das Molekular- 
gewicht kleiner ist, als damals bei der Berechnung angenommen 
wurde, und daB die Co-Zymase noch nicht analysenrein war, hat 
die Ausbeute an Beweiskraft eingebiibt. Folgende Griinde veran- 
lassen uns jedoch, auch weiterhin die Anwesenheit von 2 Mol. 
Pentose in der Co-Zymase als gesichert anzunehmen: 1. Wire 
eine der beiden Kohlenhydratkomponenten nicht Pentose, dann 
miiBte die erhaltene Pentose ausschlieBlich aus dem Adenin- 
nucleotidteil des Molekiiles stammen. Da die Analysenzahlen*| 
auf Pentosephosphorsiure stimmen, miifte die andere Kohlen- 
hydratkomponente bei der verwendeten Methode sich giinzlich 
der Isolierung entzogen haben. Aus den Adeninnucleotiden kann 
Pentose-phosphorséure nur in schlechter Ausbeute gewonnen 
werden, da die Abspaltung der Phosphorsiiure vom Kohlenhydrat 
nur wenig langsamer erfolgt als die des Adenins. Die fiir ein 


1) Euler u. Schlenk, Sv. Kem. Tidskr. 48, 135 (1936), 
*) Vgl. Anm. 4, S. 77. 
*) Euler, Karrer u. Becker, Helvet. chim. Acta 19, 1060 (1936). 
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nur durch besondere Annahmen zu erkliren. 
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Mol Pentose pro Mol Co-Zymase fast theoretische Ausbeute wire 


2. Die Kilianische Probe auf Desoxypentose fillt negativ 
aus, Wie wir schon kurz mitteilten. 


Die zu untersuchenden Lésungen (0,1—0,2 ccm) wurden mit 1 ecm 
Fisessig, gesdttigt an Fe’, versetzt und mit 0,5—1 ccm konzentrierter H,SO,, 
ebenfalls Fe” enthaltend, unterschichtet’). Bei dieser Ausfiithrungsform lag 
die Erfassungsgrenze bei 0,06 mg Desoxyribose: braunviolette Beriihrungs- 
zone. Bei gréBeren Mengen entstand eine allmihlich diffundierende Purpur- 
firbung. Die Co-Zymasekonzentrationen waren stets betrichtlich héher als 
jquimolar mit den vergleichsweise herangezogenen Desoxyribosemengen, 
ja unter den Hydrolysebedingungen mit einer nur unvollkommenen Frei- 
setzung der Kohlenhydrate bzw. mit sekundiirer Zersetzung derselben 
gerechnet werden mubte. Jede Probe enthielt etwa 5 mg Co-Zymase. 


Hydrolyse in Minuten bei Ergebnis der Kiliani- Probe 
n/10-Lauge 3 100° — 

n/20- ,, 8 100 

n/10- , 120 20 

n/10-Siiure 25 100 — 

n/100-_,, 120 100 — 


Ohne vorherige Hydrolyse 
Blindproben iiberzeugten davon, daf eine Lésung von Desoxyribose, 
den angefiihrten Hydrolysebedingungen unterworfen, deutlich positiv rea- 
gierte. Es fand also keine oder nur teilweise Zersetzung statt. 
Das Vorhandensein von Desoxyribose wire iiberdies nicht 
mit unseren Analysendaten fiir Co-Zymase zu vereinbaren. 


Arbeitshypothetische Konstitutionsformel der Co-Zymase’). 

Die Co-Zymase ist ein Dinucleotid*). In jedem der beiden 
Mononucleotide miissen Base, Kohlenhydrat und Phosphorsiure 
utter Abspaltung von 2 Mol. H,O miteinander verbunden sein. 
Die Feststellung, daB die Co-Zymase ein Pyridiniumphosphat 
ist4), d. h. daB die finfte Valenz des Pyridinium—Stickstoffatomes 
durch Phosphorsaure abgesittigt ist, bringt gleichzeitig Aufschluf 
dariiber, wie die beiden Mononucleotide zusammenhingen, wenn 
man als Partner dieser salz- oder betainartigen Bindung das 
Adeninnucleotid—Phosphorsiuremolekiil annimmt. Aber auch 
wenn man letztgenannte Annahme macht, muB noch eine weitere, 
stabilere Briicke zwischen den beiden Molekiilhalften vorhanden sein. 
Diese betainartige Bindung wird nimlich bei der Hydrierung der 
(o-Zymase (dem Wirkungsvorgang) aufgehoben, da das Ringstick- 





1) Vgl. Levene, Nucleic acids. 

*) Vgl. Schlenk u. v. Euler, Naturw. 24, 794 (1936). 

) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 237, 1 (1935). 

*) Adler, Hellstrém u. Euler, Diese Z. 242, 225 (1936). 
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stoffatom dabei in 3wertigen Zustand iibergeht. (Die hydrierte 
Co-Zymase ist zweibasisch.) Das Molekiil wiirde also in 2 Mono. 
nucleotide zerfallen (vgl. Formel J). 


—~*s—CONH, “Ss —CONH, 
| | | | H 
yt 2H \ AS 
ae. HO. 
No + - \ : 
: R o=P—or 
=P—or HO 
HO 


Es wurde daher schon bei den ersten Vorschliigen zu einer 
Konstitutionsformel') angenommen, dai eine weitere, stabilere 
Bindung den Zusammenhalt des Molekiils bedingt. Dies war 


auch auf Grund der Summenformel C,,H,,0,,N,P, zu erwarten, 


nach der die Grundverbindungen unter Abspaltung von 5 Mol. | 


H,O vereinigt sind, wihrend obige Formel durch Austritt von 
nur 4 Mol. H,O gebildet ist. Man konnte annehmen, daf diese 
Briicke durch Veresterung eines Phosphorsiiuremolekiils mit irgend- 
einer Stelle des anderen Nucleotides zustande kommt. Uber den 
Ort der Veresterung konnte zuniichst nichts ausgesagt werden. 
Als aber die Titration zeigte, dai die Co-Zymase einbasisch ist, 





~~*s—CONH, | 





N+ NX ZN 
| a 
 —_— HC 7 
° HOCH | HOCH | 
| O | O 
HOCH HOCH | 
| 
ee HC 
| | 
CH, CH, 
| 
O O 
| | 
O—P- Sn 
HO es | a 


1) Vgl. H. v. Euler, Die Co-Zymase in Ergebnisse der Physiologie 
(Bergmann, Miinchen 1936); Adler, Hellstrém u. Euler, a.a. O. 
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Fkonnte die Verkniipfung der beiden Mononucleotide nur eine 
pyrophosphatartige sein, da nur hierdurch zwei saure Gruppen 
unter Abspaltung eines Mol. H,O festgelegt sind. Kine anders- 
artige doppelte Veresterung wiirde Austritt von 2 Mol. H,O 
bedingen, was mit den Analysenzahlen nicht vereinbar ist. Die 
Konstitutionsformel, die sich so ergab, zeigt Formel II auf 8. 80. 

Diese Formel hat vor kurzem eine starke Stiitze bekommen: 
Vestin und y. Kuler’) konnten zeigen, daB bei milder Alkali- 
hydrolyse der Co-Zymase ein Produkt entsteht, das leicht hydro- 
lysierbares Phosphat enthalt (Lohmannsche 7 Minuten-Hydrolyse 
in n-HCl). Das Entstehen von Adenosindiphosphorsiure wurde 
vermutet. Wir haben die Produkte der milden Alkali-Hydrolyse 
aus den Lésungen isoliert und gereinigt. Das Ergebnis dieser 
Versuche, die sich noch im Anfangsstadium befinden, stellt das 
Kuistehen dieser Verbindung nahezu auBer Zweifel. (Niheres in 
ener folgenden Mitteilung mit H. Heiwinkel und H. Nystrém.) 
Der Adenosindiphosphorsiure kommt nach Lohmann die 
Konstitution eimer Adenosin-5-pyrophosphorsiure zu’). Durch 
alkalische Hydrolyse der’ Co-Zymase wird also unter gewissen 
Bedingungen bevorzugt die Bindung zwischen dem Pyridinium- 
nucleotid—Kohlenhydrat und dem zugehérigen Phosphorsiiure- 


nolekiil gelést. 
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') Vestin u. v. Euler, Diese Z. 245, I (1937). 
*) Lohmann, Biochem. Z. 282, 120 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 6 
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Adenosinphosphorsiuren kommen in der Natur stets zusammey 
mit der Co-Zymase vor. Man wird nicht fehl gehen, wenn may 
genetische Zusammenhinge vermutet. Betrachtet man so die 
Co-Zymase als ein Derivat der Adenosindiphosphorsaure (oder 
umgekehrt), dann liegt die Vermutung sehr nahe, daB ein weiterer 
Begleiter in allen natiirlichen Vorkommen, Co-Dehydrase || 
(Warburgs Co-Ferment) entsprechende genetische Zusammen. 
hinge mit der Adenosintriphosphorsiure aufweist. Wird sic| 
durch Alkalispaltung und Titration die Konstitutionsformel II] 
auf S. 81 ergeben? 

Sie entspriche der von Warburg’) gegebenen Summen. 
formel. Uber die Titration und Alkalispaltung liegen nur wenig: 
Angaben vor?). 


1) Warburg u. Christian, Biochem. Z. 282, 156 (1935). 
®) H. Theorell, Biochem. Z. 275, 19 (1934); vgl. auch '). 
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Zur Frage der phosphatiibertragenden Co-Enzyme 
(Co-Phosphorylasen). 
Von 
H. y. Euler und E. Adler. 
Mit 11 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1936.) 


Die Untersuchung von reinen Co-Zymasepriparaten hinsichtlich 


fihrer Wirkung bei isolierten Umphosphorylierungs-Reaktionen hat 


‘in der letzten Zeit dazu gefihrt, der Co-Zymase die Fihigkeit 
mur Phosphataufnahme und Phosphatiibertragung abzusprechen. 
Die Phosphatacceptor- und Phosphatiibertrigerwirkung, welche 
friher auch noch mit weit gereinigten Co-Zymasepriparaten ge- 
funden worden war, ist damit auf eine Verunreinigung der Pripa- 
rate, vermutlich durch Adenylsiure oder eine noch unbekannte 
(o-Phosphorylase*) zuriickgefiihrt worden. So wurde nachgewiesen ’), 
daB die Mineralisierung von Phosphoglycerinsiure in Muskelextrakt 


‘mit reiner Co-Zymase nicht mehr gelingt, und daB es nicht mehr 


zur Bildung einer Pyrophosphatfraktion kommt, wenn man reiner 
(o-Zymase Phosphokreatin in Gegenwart von Muskelextrakt dar- 


‘bietet, wihrend beide Reaktionen mit Co-Zymasepriparaten von 
fuicht maximaler Reinheit qualitativ in gleicher Weise wie mit 
Adenylsiiture zustande kommen?) Weiterhin wurde festgestellt, 
'laB auch bei der Glykolyse im Muskelextrakt die Adenylsiure 


uicht durch Co-Zymase ersetzt werden kann*). Die Co-Zymase 
wird jedoch in den genannten Systemen als Phosphatiibertriger 
wirksam, wenn sie vorher durch alkalisches Erhitzen ihrer wasser- 


stoffiibertragenden Funktion beraubt worden ist. Bei der alka- 


lischen Behandlung wird also neben der Abspaltung von Nicotin- 





*) Beziiglich der Herleitung und Bedeutung des Begriffes ,,Co-Phos- 
phorylase“ vgl. °*) und °°). 
| ) Euler, Vestin u. Heiwinkel, Sv. Kemisk Tidskr. 48, 176 (1936). 
*) Vestin, Diese Z. 240, 99 (1936). 
‘) a) Euler, Adler, Giinther, Heiwinkel u. Vestin, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 24 u. 25 (1936). b) Euler, Adler, Giinther u. 
Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1937). 


6* 
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siiureamid*) Adenylsiiure oder ein der Adenylsiure nahestehendes, 


als Co-Phosphorylase wirksames Abbauprodukt gebildet. 

Da kiirzlich die Notwendigkeit der Co-Zymase fiir die oxydo. 
reduktiven Teilvorginge bei der Glykolyse nachgewiesen werden 
konnte®), so ist fiir diese Art des Kohlenhydratabbaues das Zu. 
sammenwirken von zwei Co-Enzymen, Co-Zymase als Co-Redoxase, 
und Adenylsiure als Co-Phosphorylase, erschlossen. Als (o. 
Enzyme der alkoholischen Girung wurden — abgesehen von den 
als Aktivator notwendigen Magnesium — bisher Co-Zymase und 
Co-Carboxylase betrachtet. Als jedoch gezeigt wurde®), daB durch 
ein in der Hefe vorkommendes Enzym (Heterophosphatese) die 
Umesterung des labilen Phosphates von Adenosin-triphosphorsiiure 
auf Hexose vollzogen wird, und als Adenosin-triphosphorsiure aus 
Hefe isoliert wurde‘), riickte die Adenylsiure als weiteres Co-Enzym 
der alkoholischen Giarung in den Bereich der Méglichkeit. Bald 
darauf wurde auch gefunden’), daf bei der von Meyerhof und 
KieBling als Teilreaktion der Girung postulierten Umesterung 
zwischen Phosphobrenztraubensiiure und Glucose Adenylsiure als 
Phosphatiibertriger fungiert. 

Damit war gezeigt worden, dai Adenylsiure einen Bestandteil 
des Co-Enzymsystems der Girung ausmachen kann. Die Frage, 
ob die Adenylsiure fiir die Girung unentbehrlich ist, konnte 
aber nicht entschieden werden. Es zeigte sich nimlich®*), dab 
auch hochgereinigte Co-Zymasepriiparate imstande waren, die 
Umesterung zwischen Phosphobrenztraubensiure und Hexose 
katalysieren, und daf auch die Glucosegirung mit gut aus. 
gewaschenen Apozymasepriparaten durch alleinigen Zusatz von 
Co-Zymase in Gang gesetzt und durch weiter hinzugefiigte Adeny)- 
siiure nicht merklich beeinfluBt wurde. 

Ks war nun notwendig, die auf Grund dieser T'atsachen an- 
genommene phosphatiibertragende Wirkung der Co-Zymase mit 
den héchstgereinigten Priparaten nachzupriifen, die nach dem 


*) Schlenk u. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 20 (1936). 

5) Vgl. **) sowie Adler, Euler u. Hellstrém, Nature (Lond.) 138, 
968 (1936); ferner Euler, Adler u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv! 
Kemi 12B, Nr. 31 (1936) und %); ebenso Meyerhof u. Ohlmeyer, 
Naturw. 24, 741 (1936). 

®) Euler u. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 

’) Euler, Adler u. Pétursson, Sv. Kemisk Tidskr. 47, 249 (1935); 
Wagner-Jauregg, Diese Z. 238, 129 (1936). 

8) a) Euler u. Adler, Sy. Vet. Akad. Arkiy f. Kemi 12B, Nr, 12 (1935). 
b) Lutwak-Mann u. Mann, Biochem. Z. 281, 140 (1935). 
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‘oben Gesagten in verschiedenen Umphosphorylierungs-Systemen 
‘als unwirksam erkannt worden waren. Inzwischen sind von Meyer- 
‘hof und KieBling®) sowie von Ohlmeyer?") Befunde mitgeteilt 
worden, welche mit unseren friiheren Versuchen**) in Einklang 
'stehen und fiir eine Phosphatacceptor-Funktion der Co-Zymase 
gegeniiber Phosphobrenztraubensiure in Macerationssaft sprechen. 


Es sei jedoch vorweggenommen, daB die in der vorliegenden 
Arbeit mitgeteilten Ergebnisse charakteristische Unterschiede im 
Verhalten von Adenylsiure einerseits und Co-Zymase andererseits 


‘bei der Darbietung von Phosphoglycerinsiure in Gegenwart von 
'Enzympriparaten aus Hefe erkennen lassen. Unter gewissen Ver- 
‘suchsbedingungen wird es ganz deutlich, daB ebenso wie in den 
‘oben besprochenen Muskelsystemen auch hier die Co-Zymase nicht 
‘als Phosphatacceptor fungieren kann, wo Adenylsiure, alkalisch 


erhitzte Co-Zymase oder unreine Co-Zymasepraparate wirksam sind. 


I. Vergleich von Adenylsaure und Co-Zymase 


‘bei der Vergérung von Phosphoglycerinséure in Hefemacerationssaft. 


Die Co-Zymasepriiparate, die fiir die in dieser Arbeit be- 


schriebenen Versuche zur Verwendung kamen, wurden stets auf 


ihre Fahigkeit untersucht, die Mineralisierung von Phosphoglycerin- 
siure in Muskelextrakt zu katalysieren. Da sich gezeigt hat, daB 
rene Co-Zymase hierzu vdéllig unfihig ist! **), kann diese Ver- 
suchsanordnung als Test dafiir angewandt werden, ob die Be- 


freiung der Co-Zymase von begleitender Co-Phosphorylase gelungen 
fist. Hieriitber werden Euler, Schlenk und Heiwinkel gesondert 
berichten }?), 


Die Darstellung von girfahigem Macerationssaft aus Stock- 


‘holmer Unterhefe geschah unter den von Nilsson und Alm?) 
-angegebenen Bedingungen. 


1. Undialysierter Macerationssaft. Fiigt man zu einer Mischung 
von Phosphoglycerinsiure und Hefemacerationssaft eine gewisse 


Menge Adenylsiure, so wird die mit der Phosphoglycerinsdure 


im Gleichgewicht befindliche Phosphobrenztraubensiure !*) in dem 
MaBe vergoren, wie durch Umesterung der gebundenen Phosphor- 
siure auf die Adenylsiure Brenztraubensiure in Freiheit gesetzt 
wird. Die Anfangsgeschwindigkeit der Vergirung wiichst mit 





*) Naturw. 24, 861, 557 (1936). 
*) Biochem. Z. 287, 212 (1936). 
1) Diese Z. (im Druck). 12) Diese Z. 239, 179 (1936). 
') Lohmann u. Meyerhof, Biochem. Z. 273, 60 (1934). 











86 H. v. Euler und E. Adler, 


steigender Adenylsiure-konzentration und die Vergirung komnt 
fast zum Stillstand, wenn die Adenylsiure zu Adenosin-triphos. 
phorsdure verestert ist. Wird undialysierter Macerationssaft yer. 
wendet, so vergirt Phosphobrenztraubensiure mit einer gewissey 
Geschwindigkeit auch schon ohne Zusatz von Adenylsiure. |, 
Fig. 1 und 2 sind Versuche dargestellt, in denen die Wirkung yo) 
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Fig. 1. Fig. 2. 

Vergirung von Phosphoglycerinsaure. Phosphoglycerinsiure 1,08 mg P in 
0,5ccem undial. Macerationssaft + Jodacetat (Ges.-Konz. 0,035 mol.) + Phosphatpuffer 
Pu = 6,33 (Ges.-Konz. 0,1 mol.). Gesamtvolumen 3,5 ccm. 

Kurve 0: kein Zusatz. Kurve 1; 0,5-10-* mMol Co-Zymase. 
Kurve 2: 10-* mMol Co-Zymase (6,63 mg). Kurve 3: 0,5-10-? mMol Adenylsaure. 

(Prip. Nr. 1003). Kurve 4: 1,0-10-* mMol Adenylsaure. 


Fig. 1. 


Wie Fig. 1, jedoch zwei andere Co-Zymasepraparate. 

Kurve 1 bzw. 3: 0,5-10—-? mMol Co-Zymase Nr. 1033 bzw. 1034 zugesetzt. 
Kurve 2 bzw. 4: 1-10-* mMol der beiden Co-Zymasepriparate. 

Kurve 5 bzw. 6: 0,5-10—? bzw. 10-? mMol Adenylsiéure. 


Fig. 2. 


aiquimolekularen Mengen Adenylsiiure und Co-Zymase miteinander 
verglichen ist. Es zeigt sich bei den drei verschiedenen Co-Zy- 
masepraparaten iibereinstimmend, daf die hervorgerufene Girung 
nur sehr wenig gréBer ist als die Nullgirung. Insbesondere im 
Anfang des Versuches macht sich eine Wirkung der Co-Zymast 
iiberhaupt nicht bemerkbar, wihrend im spiteren Teil die Co 
Zymasekurven sich etwas mehr iiber die Nullgirung erheben. Die 
durch Adenylsiure hervorgerufene Vergirung setzt dagegen fast 
unmittelbar nach dem Zusammenbringen der Komponenten eit. 
Kine Erklarungsméglichkeit fiir die erst nach einiger Zeit ei 
setzende schwache Wirksamkeit der Co-Zymase kann darin ver: 
mutet werden, da allmihlich ein enzymatischer Abbau von Co 
Zymase unter Freilegung von Co-Phosphorylase stattfindet. Diese 
Vermutung kann in Zusammenhang gebracht werden mit dem 
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Befund von Ohlmeyer, daB bei der Kinwirkung von Macerations- 
saft auf Co-Zymase Spaltprodukte entstehen, die bei gleichzeitiger 
Rinwirkung von Schmidtscher Desaminase Ammoniak liefern. 
Fig. 3 zeigt, daB aus der in Fig. 1 angewandten, als Phos- 
phatacceptor unwirksamen Co-Zymase, durch ,,alkalische Inakti- 


‘vierung“, d. h. durch Zerstérung der wasserstoffiibertragenden 
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Fig. 3. Fig. 4. 
P fig. 3. Vergarung von Phosphoglycerinsiure. Ansatz wie zu Fig. 1. ZAusitze: 


Kurve 0: kein Zusatz. 
Kurve 1 bzw. 2: 2-10-* bzw. 4-10—-* mMol Co-Zymase Nr. 1003, alkalisch erhitzt. 
Kurve 3 bzw. 4: 2-10-* bzw. 4-10-* mMol Adenylsdure. 

Fig. 4. Vergirung von Phosphoglycerinsiure. Ansatz wie zu Fig. 1. — Zusitze: 
Kurve 0: kein Zusatz. 
Kurve 1 bzw. 2: 3,3 bzw. 6,6 mg Co-Zymase Nr. X, nur bis einschl. Cuprofallung gereinigt. 
Kurve 3: 1,7 mg (= 0,5-10—-* mMol) Adenylsiure. 


Wirkung beim Erhitzen in Alkali (5 Minuten, 100° bei p,, = 11) 
eine Co-Phosphorylase entsteht, deren Wirksamkeit kaum hinter 
der von Adenylsaiure zuriickbleibt. SchlieBlich ist in Fig. 4 die 
Wirksamkeit eines Co-Zymasepriparates dargestellt, welches nur 
bis zur Fallung iiber das Cuprosalz}**) einschlieBlich gereinigt 
worden war, und einen ACo-Wert von 350000 besaf. Es bewirkt 
eine Vergirung von Phosphoglycerinsiure und zwar in etwas 
geringerem MaBSe als eine aquivalente Menge Adenylsiure. 
Wenn diese Versuche iiberzeugend veranschaulichen, dab 


rene Co-Zymase die Adenylsdure in diesem System nicht ersetzen 


kann, so kann doch immerhin daran gedacht werden, daB die 
Co-Zymase in der Hefe durch einen besonderen Hilfsstoff zur 





4) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 287, 1 (1935); 240, 
113 (1936). 
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Phosphatiibertragung befahigt wird. Méglicherweise hitte cif 


solcher Hilfsstoff in den nicht vdéllig gereinigten Co-Zymage. 
praparaten anwesend sein und die Co-Phosphorylase-wirkun 
solcher Priparate verursacht haben kénnen. Man sollte dam 
annehmen, daB der Zusatz einer kleinen Menge eines solche 
unreinen Co-Zymasepriparates zu einem reinen Priaparat die (p. 
Phosphorylase-funktion auslésen sollte. Experimentell konnt 
aber eine derartige Aktivatorwirkung nicht aufgefunden werden. De 
Verlust der Co-Phosphorylase-funktion bei der schlieBliche 
Reinigung der Co-Zymasepriparate durch Barium- und Ble. 
fallung’*) muB durch die Abtrennung von begleitender Co-Phos. 
phorylase (Adenylsaiure?) hervorgerufen sein. 

Um den Vergleich zwischen Adenylsiure und reiner (%. 
Zymase weiter auszubauen, wurden verschiedene Versuchsbedin. 
gungen, von denen ein HinfluB auf die Reaktion erwartet werden 
konnte, vartiert. 

In den bisher beschriebenen Versuchen enthielt die Reaktions. 
mischung Jodacetat (Gesamtkonzentration 0,035 mol.), um eine 
eventuelle zusiatzliche Vergirung vom LEigenkohlenhydrat in 
Macerationssaft auszuschalten. Man bekommt jedoch die gleiche 
Ergebnisse, wenn Jodacetat weggelassen wird. 

Ausgehend von dem Gedanken, die Konzentration der 
»Phosphorylasen“*) (Umphosphorylierungs-Enzyme, Hetero: 
phosphatesen) zu erhéhen, wurde dem Reaktionsgemisch ,,Hexo- 
kinase“ nach Meyerhot, aus Oberhefe dargestellt!), zugeseta. 
Die spezifische Wirkung der Hexokinase wurde ja vor kurzew 
von Meyerhof?!*) auf den Gehalt an Heterophosphatese zuriick- 
gefiihrt. Ein Zusatz dieses Enzyms blieb jedoch ohne Einflu 
auf die Vergarung der Phosphoglycerinsiure. 


2. Dialysierter Macerationssaft. — EKinfluB der Phosphat- 
konzentration. Die Lage der Co-Zymase-Giarkurven erfibri 
eine Verschiebung, wenn man dialysierten Macerationssati 
verwendet. Je nach der Dauer der Dialyse und der Art der 
Membran ist die Phosphoglycerinsiure-girung ohne Zusatz von 





4) Schlenk u. Euler, Naturw. 24, 794 (1936); sowie Diese / 
246, 64 (1937). 

*) Wir haben schon frither **) nach dem Vorschlag von Quaste! 
(Ann. Rev. Biochem. 5, 25 (1936)] die Bezeichnung ,,Phosphorylase“ an 
Stelle des Namens ,,Heterophosphatese“ *) angenommen. 

*) Biochem. Z. 183, 176 (1927). 16) Naturw. 25, 850 (1935). 
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Adenylséure (,,Nullgarung“) gegeniiber dem undialysierten Saft 
‘mehr oder weniger herabgesetzt. Zusatz von Co-Zymase bewirkt 
nun eine Garung, die zwar wesentlich langsamer verliuft, als die 
dan ff durch Adenylséure hervorgerufene, aber deutlich iiber der Null- 
chen fi cirung liegt. Vgl. Fig. 5 mit Fig. 1 und 2. Es fallt jedoch auf, 
Co. dab weder Girgeschwindigkeit noch insgesamt gebildete CO, mit 
nntefe steigender Konzentration an Co-Zymase entsprechend gréBer 
Der werden. Mit steigenden Mengen Adenylsiure (iquimolekular der 
chen fF angewandten Co-Zymase) steigt dagegen auch die Vergirung. 
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Fig. 5. Fig. 6. 
der 'fig.5. Vergirung von Phosphoglycerinsaure. Ansatz wie zu Fig. 1, jedoch 1,0 cem 
ro: Macerationssaft, 90 Minuten durch Kollodium gegen flieBendes Wasser dialysiert. 
0) Kurve 0: kein Zusatz. 
Kurve 1, 2, 3: 0,2-10-*, 0,5-10-* und 10-* mMol Co-Zymase (Prip. Nr. 1089). 
tzt. : Kurve 4, 5: 0,2-10-* und 0,5-10-* mMol Adenylsaure zugesetzt. 


el Fig. 6. Wie Fig. 5, jedoch Phosphatpufferkonzentration statt 0,1 molar nur 0,01 molar. 


Vergleicht man die Fig. 5 und 6, so bekommt man ein 
Bild vom EinfluB der Phosphatkonzentration auf die 
'Co-Zymasewirkung. Die Versuche zu beiden Figuren gehéren 
- fF einer einzigen Versuchsserie an und sind nur der Ubersichtlich- 
ut fi keit halber getrennt dargestellt. Wahrend in den Ansiatzen 
at zu Fig. 5, ebenso wie in allen vorhergehenden Versuchen, die 
ler Reaktionsmischung in bezug auf Phosphatpuffer vom p,, = 6,33 
o.@ 9,1 molar war, ist sie in den Ansiatzen zu Fig. 6 nur 0,01 molar. 

| Diese Konzentration ist zur Pufferung ausreichend. Es zeigt sich 
7. nun, daB bei verminderter Phosphatkonzentration die Nullga’rung 
-erhéht ist, und daB weiterhin auch die nach Co-Zymasezusatz 
“EE erfolgende zusitzliche Girung gesteigert ist. Weniger macht 
sich die Anderung der Phosphatkonzentration geltend bei der 
_ Adenylsiurewirkung. 
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Kiir die Co-Zymasewirkung bei kleiner Phosphatkonzentratig, 
gilt jedoch dasselbe wie fiir die bei hoher Phosphatkonzentratioy, 
die Girung ist schon bei einer kleinen Co-Zymasemenge fay 
maximal, und eine weitere Steigerung der Co-Zymasekonzentratig, 
erhéht die Girung nicht entsprechend. Die Kurven mit 2.10! 
5-107-% und 10-10~* Millimol Co-Zymase decken sich zu Begin 
des Versuchs vollstiindig und weichen spater nur relativ weni 
voneinander ab. Wiirde die durch Co-Zymase verursachte Giiruy 
nach demselben einfachen Prinzip verlaufen, wie es fiir ¢ 
Adenylsaurereaktion angenommen werden darf, d. h. wiirde da 
Phosphat der Phosphobrenztraubensiure auf Co-Zymase unte 
Bildung eines Pyrophosphats iibertragen werden, so wire da 
unterschiedliche Verhalten von Adenylsiure und Co-Zymase nicki 
erklirbar. Eine Hemmung der Reaktion durch Begleitstoffe de 
Co-Zymase scheidet aus: kombiniert man Adenylsiiure mit (. 
Zymase, so findet man nie eine Herabsetzung der Adenylsiiue. 
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wirkung. Ebenso kann ausgeschlossen werden, daB die Co-Zymase./ 


wirkung durch Zusatz von Adenylsaure stimuliert wird. Derartig 
Kontrollversuche sollen der Raumersparnis wegen hier nich 
genauer beschrieben werden. Die Phosphat-Hemmbarkeit de 
Nullgaérung sowie der durch Co-Zymasezusatz erzeugten Géirun 
laBt daran denken, daB in diese Reaktionen eine phosphatatische 
Spaltung eingeht. Bekanntlich werden Phosphatasen durch Phos 
phat stark gehemmt. 

Die Tatsache, daB die Co-Zymase-Reaktion innerhalb der 
gewihlten Grenzen nicht durch die Konzentration der Co-Zymas 
bestimmt ist, muB wohl so gedeutet werden, daB sie schon be 
der kleinsten der angewandten Konzentrationen durch eine 
unbekannten Faktor begrenzt ist. Wenn auch iiber den Mechanis- 
mus dieser Reaktion nichts definitives ausgesagt werden kann, 
so ist doch hervorzuheben, daf die durch Co-Zymase bewirkt 
Vergirung der Phosphoglycerinsiure nicht direkt vergleichbar 1s 
mit der Adenylsiurereaktion. Die Co-Zymasereaktion ist nich! 
nur quantitativ geringer als die Adenylsiurereaktion, sondern 
auch qualitativ offenbar von ihr verschieden. 

Die Vorstellung, daB Co-Zymase eine katalytische Aktivierut; 
der in der Nullgirung sich darstellenden Zerfallsreaktion be 
wirkt, diirfte z. B. besser auf die beobachteten Erscheinunge 
passen, als die Annahme, daf eine einfache Umesterung Phosphe- 
brenztraubensiure —> Co-Zymase der die Girung bestimment 
Vorgang sel. 
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‘ation 3. Bildung einer Pyrophosphatfraktion bei der Phosphoglycerin- 
tion fi iuregarung. Die Nichtersetzbarkeit der Adenylsiure durch Co- 
fay Zymase geht auch aus dem Phosphatumsatz hervor. In den 





ation ff folgenden Versuchen wird einerseits die Vergirung von Phospho- 
10“\MB olycerinsaure in dialysiertem Macerationssaft (ohne Zusatz von 
eginy Phosphatpuffer) und andererseits die Bildung einer Pyrophosphat- 
Veni fraktion verfolgt. 

rung Versuchsansatz. 1,0 cem Macerationssaft, 90 Minuten aus Kollodium 
* dif vegen flieBendes Wasser dialysiert; 0,1 cem 0,1 n-Jodacetat; 0,1 cem MgCl, 
> dame (0,1 mg Mg); 0,5 cem Phosphoglycerinsiure (1,08 mg P). Ferner 0,5 ccm, 
unter enthaltend 10~? Millimol des Zusatzes, dessen Phosphatacceptor-Eigenschaft 


ls igepriift werden soll (auf p,;; = 6 neutralisierte Lésung der Na-Salze der 
“as betreffenden Aktivatoren). Im Nullversuch 0,5 cem Wasser. 
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rune et Seen 
sche Fig. rp Fig. 8, Fig. 9. 
hos ihig.7, Sund9. Vergérung von Phosphoglycerinsiure und Bildung der Pyro- 


'phosphatfraktion. Versuchsansatz vgl. oben. Die Nummern der Kurven entsprechen 
den Ansiitzen der Tabelle S. 92. Fig. 7: Versuch A. Fig. 8: Versuch B. Fig. 9: Versuch C 


det Die CO,-Bildung wurde wie gewoéhnlich im Warburg-Apparat verfolgt. 
laste Vel. Fig. 7, 8 und 9. Nach einer gewissen Zeit wurde der Versuch unter- 
bei brochen und in einer aliquoten Menge des Reaktionsgemisches die Analyse 
nen der Phosphatfraktionen vorgenommen. Die Tabelle 8. 92 gibt die gebildete CO, 
nis SoWie den Zuwachs an anorganischem P und an Pyrophosphat-P wiihrend 
des Versuchs an. Die Zahlen beziehen sich auf den ganzen Ansatz (3,5 ccm). 
00 Die Macerationssifte waren fiir die 3 Versuche A, B und C jeweils gesondert 
rkt 'hergestellt; ihre Aktivitét ist etwas verschieden (vgl. Tabelle auf S. 92). 
i. Aus der Tabelle ergibt sich zunachst, in Bestatigung der Er- 
cht ‘gebnisse von Lutwak-Mann und Mann sowie von Meyerhof 
ei und Mitarb. daB bei der Aufspaltung von Phosphoglycerinsiure 
‘durch Adenylsiure eine Pyrophosphatfraktion (Adenosin-triphos- 
il; phorsiure) gebildet wird. In den Ansitzen mit Co-Zymase (An- 
be sitze Nr. 2 und 5), in gleicher Konzentration wie Adenylsaure, 
51 werden dagegen nur 10—12°/, der durch Adenylsiure gebildeten 
ho Menge Pyrophosphat-P gefunden. Damit ist weiterhin bewiesen, 
1d dab Co-Z ymase die Adenylsdure unter unseren V ersuchsbedingungen 


mcht vertreten kann. 
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i CO, Pyro-P |Zuwack 
Zusatz CO abziig- Pyro-P abziig- an 
satz | Versuch IM 2 lich ebild lich =| anorgan 
Nr. 10° Millimol Nullvers.| & *} Nullvers. P 
ecmm | cmm y Y y 
ly Kein Zusatz 47 ~= 45 —- 50 
2 Vers AJ Co-Zymase 119 72 93 48 115 
3 ; Adenylsiure | 280 243 441 396 170 
4 Kein Zusatz 74 62 — 
5 iy Co-Zymase 115 41 102 40 25 
6 as aia Co-Zymase, 
4 " heiB inakt. | 280 206 430 368 340 
7 Adenylsiure | 310 236 457 395 240 
y' 
8 Kein Zusatz 48 -- 30 - ~~ 120 
9 | Vers. C} | Co-Zymase, 
(45 Min.) kalt inakt. | 174 126 143 113 170 
10 Adenylsiure | 305 257 428 308 255 























Wie zu erwarten war, bildet dageyen die durch alkalische 
Erhitzen der Co-Zymase gewonnene Co-Phosphorylase (Ansati 
Nr. 6) eine Pyrophosphatfraktion von derselben Héhe wie Adenyl. 
siure. Von konstitutionschemischem Interesse ist ferner, dab be 
milder alkalischer Inaktivierung (2stiindige Behandlung der Cv. 
Zymase mit 0,1 n-NaOH in der KAalte) nur etwa 3/, bis 1/, in 
Co-Phosphorylase iibergeht, gemessen an der Pyrophosphatbilduy 
bei der Umesterung mit Phosphobrenztraubensaure (Ansatz Nr. 9 
Die Girungsinaktivierung ist also offenbar primér nicht mit de 
Freilegung der Co-Phosphorylase verkniipft; diese entsteht vielmel 
aus dem primiren Inaktivierungsprodukt erst unter energischeren 
Bedingungen. In diesem Zusammenhang sei auf die paralled 
laufenden Befunde von Vestin und Euler?) beziiglich des Aut. 
tretens von leicht hydrolysierbarem Phosphat beim Alkaliabba 
der Co-Zymase, sowie auf die demnichst erscheinende Arbeit vo 
Euler, Schlenk und Heiwinke! hingewiesen, in der diese Ver- 
hiltnisse niher diskutiert werden. 


Die im ersten Abschnitt dieser Mitteilung mit reiner, m 
Phosphoglycerinsduretest véllig unwirksamer Co-Zymase erhaltenet 
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Befunden von Ohlmeyer" 
wonach Co-Zymase mindestens ebensogut wirksam sein soll, wi 
Adenylsiure. Diese Diskrepanz kann zwei Ursachen haben: ent- 
weder waren die Ohlmeyerschen Co-Zymasepraparate durch 


1) Diese Z. 245, I (1937). 
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o-Phosphorylase verunreinigt, oder der von diesem Autor ver- 
endete Macerationssaft unterscheidet sich weitgehend von dem 


Bihier verwendeten. Die Co-Zymasepriparate von Ohlmeyer diirften 


inen ACo-Wert um 100000 gehabt haben. Beziiglich der von 
hlmeyer angestellten Berechnungen auf Grund der analytischen 
Jaten seiner Co-Zymasepriiparate muB darauf hingewiesen werden, 
fab die von dem Autor zugrunde gelegten Zahlen nicht der tat- 
sichlichen Zusammensetzung der Co-Zymase’*) C,,H,,0,,N,P, 
pitsprechen. Was den Macerationssaft betrifft, so fallt auf, dab 
lie Nullgirung in Ohlmeyers Versuch (Anm. 10 u. zw. 8S. 218, 
Fig. 1) eine rasche Anfangsperiode aufweist, auf die nach einem 
scharfen Knick eine langsame Periode folgt. Das gleiche gilt fiir 
jie Vergirung durch Adenylsiure. In unseren Versuchen trat 
liese Erscheinung nicht auf, und es wire denkbar, daB ein Gehalt 
des Macerationssaftes an Kohlenhydrat, der vermutlich die Form 
der Girkurven bei Ohlmeyer bestimmt (Acceptorwirkung!), auch 
lie Co-Zymasereaktion beeinfluBt. 










II. Phosphoglycerinséurevergarung in Gegenwart von Glucose. 


Wie Meyerhof und KieBling?®) gefunden haben, wird Phos- 
phobrenztraubenséure in Macerationssaft in Gegenwart von Glu- 
ose mit der gleichen Geschwindigkeit vergoren wie Glucose selbst, 
auch wenn durch Vergiftung mit Jodacetat oder Fluorid die Ver- 
girung der Glucose aufgehoben ist. Wie schon eingangs erwihnt, 
janden wir’), daB im Meyerhof-KieBlingschen System ein 
hosphatiibertragendes Co-Enzym notwendig ist. Wir verwendeten 
als Enzymmaterial Apozymase und stellten fest, da8 Adenylsiure 
die Vergirung auslist. Gleichzeitig war beobachtet worden, daf 
(o-Zymasepriparate einen mindestens ebensoguten Effekt wie 
Adenylsiure besaBen, bisweilen der letzteren sogar iiberlegen waren. 


Die Nachpriifung dieser Versuche ergab nun, daB die Ver- 
girung von Phosphoglycerinsiure in Anwesenheit von Glucose 
tatsichlich auch durch reine Co-Zymase in Gang gesetzt wird. 
Die Bezeichnung ,,reine Co-Zymase“ bedeutet nicht nur, dab die 
Priparate den héchst erreichbaren Reinheitsgrad (ACo = 650000) 
besaBen, sondern daB sie ferner im Phosphoglycerinsiiure-Minerali- 
sierungstest (im Muskelextrakt) vollstandig negativ waren, wenn 


om Parallelversuch mit Adenylsiure 80—90°/, der eingesetzten 


') Euler u. Schlenk, Sy. Kem. Tidskr. 48, 135 (1936). 
') Naturw. 23, 501 (1985); Biochem. Z. 281, 249 (1935). 








94 H. v. Euler und E. Adler, 


Phosphoglycerinséure mineralisiert wurden, Eine Verunreinigy, 
der Co-Zymasepriparate durch Adenylsiiure darf damit als ay 
geschlossen betrachtet werden. 

In den neuen Versuchen wurde sowohl Apozymase wie dialy 
sierter Macerationssaft verwendet, ohne daB prinzipielle Unte 
schiede in den Versuchsergebnissen auftraten. 


1. Dialysierter Macerationssaft. Macerationssaft, der 180 |; 
210 Minuten in Cellophanhiilsen gegen flieBendes Wasser dialysic 
wird, vergirt Phosphoglycerinsiiure in Gegenwart von Glucose w 
Jodacetat nicht mehr. Zusatz von steigenden Mengen Adenylsiiuy 
bewirkt dann eine Vergirung, wie sie in Fig. 10 dargestellt is 




















60 80 100 
Min - 


———> 


Fig.10. Vergairung von Phosphoglycerinsiure in Gegenwart von Glucose 
10cem Macerationssaft, 195 Minuten dialysiert. — Phosphoglycerinsiure 1,28 mg P. 
100 mg Glucose. — 0,1 mg Mg als MgCl,. — Phosphatpuffer p,;; = 6,33, Gesamtkonz. 0,05 mol. 


Jodacetat 0,035 mol. — Gesamtvolumen 3,5 ccm. Ferner folgende Zusiitze: 
Kurve 1: kein Zusatz. 
Kurve 2, 3, 4, 5: 0,1, 0,2, 0,5, 1,0-10-* mMol Adenylsiure. 
Kurve 6, 7, 8, 9: 0,1, 0,2, 0,5, 1,0-10-* mMol Co-Zymase, Prip. Nr. 1089. 


Wie schon gelegentlich unserer friiheren Versuche **) hervorgehobet 
wurde, driickt sich die Adenylsiure-konzentration in erster Linit 
nicht in der Giargeschwindigkeit, sondern in der Linge de 
Induktionszeit aus. Erst bei sehr kleiner Adenylsiuremeng 
wird auch die Geschwindigkeit verlangsamt. 

Die Konzentrationsreihe mit Co-Zymase ergibt ein analoges 
Bild, jedoch mit folgendem Unterschied: die kleinste Co-Zymase 
konzentration wirkt mindestens ebensogut wie die kleinste Adeny!- 
siure-konzentration, die Kurven mit den héheren Co-Zymasemenget 
bleiben hinter den Kurven mit uiquimolaren Adenylsiuremenget 
zuriick. 


2. Apozymase. Kine dhnliche Versuchsreihe mit gut aus- 
gewaschener Trockenhefe (Apozymase) ist in Fig. 11 dargestellt. 
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hne Aktivatorzusatz wird Phosphoglycerinsiure iiberhaupt nicht 
jer erst nach mehrstiindiger Induktion vergoren. Sehr kleine 
denylsiiuremengen, z. B. 0,5-10~% mMol, der Reaktionsmischung 
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i ll. Vergirung von Phosphoglycerinsiure in Gegenwart von Glucose. 
0,4g Apozymase, im iibrigen gleicher Ansatz wie zu Fig. 10. 
Im unteren Teil der Figur: Kurve (1), 2, 3, 4, 5: 0,5, 1, 2, 4, 5-10-* mMol Adenylsiure. 
Im oberen Teil der Figur: Kurve 1, 2, 3, 4, 5: 0,5, 1, 2, 2,5, 5-10-* mMol Co-Zymase, 
Prip. Nr. 1034. 
Kurve a: 2-10-* mMol Hexosediphosphat. 
Kurve b: 2-10-* mMol Hexdiph. +0,4-10—* mMol Co-Zymase. 
Kurve ¢c: 2-10-* mMol Hexdiph. +0,4-10—* mMol Adenyls. 








rursacht den Girungsbeginn bereits nach 8—9 Minuten langer 
nduktion. Durch gréBere Adenylsiuremengen wird die Induktion 
yeiter verkirzt. Die Girgeschwindigkeit zeigt wiederum keine 
bhingigkeit von der Adenylsiuremenge. 


Wie im Macerationssaft-Versuch ist auch mit Apozymase die 
Jeinste der angewandten Co-Zymasemengen der aiquimolaren Adenyl- 
siuremenge iiberlegen: die rasche Vergirung setzt nach 46 bis 
obeif/48 Minuten ein. Die héheren Co-Zymasekonzentrationen dagegen 
jniq™mind wieder weniger wirksam als die entsprechenden Adenyl- 
defisiiuremengen. 
engt Formell betrachtet kann die Co-Zymase also in diesem System 
lie Adenylsdéure vertreten. Trotzdem halten wir es beim gegen- 
SMvirtigen Stand der Kenntnisse nicht mehr fiir berechtigt, auf 
rund solcher Versuche von einer direkten phosphatiibertragenden 
Virkung der Co-Zymase zu sprechen. Der Reaktionsverlauf, wie 
er sich in den Fig. 10 und 11 darstellt, erscheint uns zu un- 
iibersichtlich, als da& man daraus auf den Wirkungsmechanismus 
ler beteiligten Katalysatoren schlieBen diirfte. Nicht ohne weiteres 
erklirbar ist 1. die Induktionsperiode und ihre Abhingigkeit von 
der Aktivatormenge bei dieser Umesterung, und 2. die weitgehende 
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Unabhangigkeit der Gargeschwindigkeit von der Aktivatormenge. 
Man gewinnt aus den Kurven den Eindruck, daB der zugesetzte 
Aktivator, sei es Adenylsiure, sei es Co-Zymase, iiberhaupt nur 
an der Einleitungsreaktion teilnimmt, wihrend welcher ein Stof 
gebildet wird, der in einer gewissen Konzentration anwesend sein 
muB, um die Umesterung der Phosphobrenztraubensiure zu er. 
moglichen. Dies ist natiirlich nur eine Vermutung; zu einer Deutung 
der Versuche reicht das Versuchsmaterial nicht aus. | 


Die Kompliziertheit der durch Adenylsiiure sowie Co-Zymase 
ausgelésten Umesterungsreaktion wird durch eine weitere Beob. 
achtung noch deutlicher: Die Induktionsperiode bei den eben 
beschriebenen Garungsreaktionen wird durch Zusatz von kleinen 
Mengen Hexosediphosphat stark abgekiirzt (vgl. Fig. 11). Dabei 
ist zu beachten, daB das Reaktionsgemisch Jodessigsiure enthill, 
wodurch der Ablauf von Oxydoreduktionen und die Veresterung 
von anorganischem Phosphat gehemmt sein diirfte. Versuche iiber 
die induktionsaufhebende Wirkung von Hexosediphosphat im jod- 
essigsdurevergifteten System sind unseres Wissens noch nicht be- 
schrieben, dagegen ist von Meyerhof und KieBling die Hexose- 
diphosphat-katalyse bei der Umesterung im unvergifteten Extrakt 
oder in Gegenwart von Natriumfluorid bereits nachgewiesen worden. 
Méglicherweise bedeutet die Induktionsperiode in den oben dar- 
gestellten Versuchen nichts anderes als gerade die Bildung eines 
Hexosediphosphats, welches fiir das Zustandekommen der raschen 
Girperiode notwendig und auch im jodessigsiiurevergifteten System 
wirksam ist. 


Es sei schlieBlich noch erwihnt, daB die Versuche mit Apo- 
zymase ganz ibnlich ausfallen, wenn der Glucosezusatz fortgelassen 
wird. Dann tritt das Eigenkohlenhydrat der Apozymase an die 
Stelle der Glucose. Die Induktionszeiten sind in solchen Versuchen 
ein wenig verlingert. 


Diskussion. 


Wenngleich nach dem oben Gesagten der Verlauf der Phospho- 
glycerinsiuregirung in Gegenwart von Kohlenhydrat und Jodessig- 
siure wahrscheinlich komplizierter ist als es der Formulierung 
entspricht, die Meyerhof und KieBling) dafir aufgestellt 
haben, und wenn deshalb iiber die Funktion der beteiligten Akti- 
vatoren nichts niheres ausgesagt werden soll, so muB doch festgestellt 
werden, da neben Adenylsiure auch Co-Zymase in dieser Reaktion 
wirksam sein kann. Es erhebt sich dann die Frage, ob im Gesamt- 
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ablauf der alkoholischen Girung die Adenylsiure iiberhaupt ein 
notwendiges Co-Enzym darstellt. Es spricht manches dafiir, daB 
dies nicht der Fall ist, sondern daB, zumindest in destruierten Hefe- 
Systemen, die Co-Zymase allein zur Glucosevergiirung ausreicht. 
' In gut ausgewaschenen Apozymase-priparaten, wie sie in den 
yorangehenden Versuchen verwendet wurden, ist nicht nur die 
(o-Zymase, sondern auch offenbar die Adenylsaure praktisch voll- 
stiindig entfernt. Es wire ja sonst nicht verstindlich, daf erst 
ein Zusatz von Adenylsiure (und zwar mehr als 0,5-10~* mMol 
pro, Ansatz) notwendig wire, um die Phosphoglycerinsiuregirung 
in Gang zu bringen. Trotzdem aber gelingt es, mit einem solchen 
Apozymasepriiparat nach Zusatz von reiner, adenylsiurefreier Co- 
Jymase allein die Vergiirung von Glucose zu bewirken. Es bedarf 
uur des Zusatzes einer Spur Hexosediphosphat zur Verkiirzung 
der Induktion. Fiigt man einem solchen Giransatz auBerdem 
noch Adenylsiiure zu, so wird die Gargeschwindigkeit héchstens 
um 10—20°/, gesteigert, d. h. es ist mit Co-Zymase allein nahezu 
die maximale Girgeschwindigkeit erreicht worden. Es kann nicht 
angenommen werden, daB etwa schon in den ersten Minuten nach 
der Mischung der Komponenten sich etwas Adenylsiure durch 
enzymatischen Abbau der Co-Zymase gebildet habe; wenn ein 
slcher Abbau mit derartiger Geschwindigkeit vor sich gehen 
wirde, wire der iiber lingere Zeit sich erstreckende geradlinige 
Girverlauf nicht zu erkliren. 

Andererseits liBt sich aber nicht ausschlieBen, daB in der 
Apozymase noch Spuren von Adenylsaure enthalten sind, und iiber 
den mengenmifigen Bedarf beim Zusammenspiel aller Teilreaktionen 
kann ja nichts ausgesagt werden. 

Wollte man der Co-Zymase eine phosphatiibertragende Fiihigkeit zu- 
schreiben, so wiirden die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Unterschiede 
wischen der Wirkung von Co-Zymase und Adenylsiure eine Reihe von 
Hilfsannahmen erfordern. Unsere Versuche kénnten dann etwa folgender- 
maBen gedeutet werden: 1. Die Reaktion zwischen Phosphobrenztrauben- 
‘iure und Co-Zymase sei eine Gleichgewichtsreaktion, und das Gleich- 
gewicht liege sehr zu ungunsten der hypothetischen phosphorylierten 
Uo-Zymase. Die Konzentration an freigelegter Brenztraubensiure im Gleich- 
sewicht miiBte so klein sein, da8 die Carboxylasereaktion nur sehr langsam 
verlaufen und das Gleichgewicht nur sehr langsam gestért werden wiirde. 
:. Eine Beschleunigung der Vergiirung wiirde erst zustande kommen, wenn 
das Co-Zymasephosphat aus dem Gleichgewicht entfernt wiirde, entweder 
durch phosphatatische Abspaltung des angelagerten Phosphates unter Riick- 
bildung von Co-Zymase (vgl. die Versuche im ersten Abschnitt iiber Phosphat- 
hemmung'!) oder durch Umesterung auf Kohlenhydrat. Eine weitere Arbeits- 
lypothese in dieser Richtung wire die Vorstellung, daB die Co-Zymase in 


oy 


lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. ‘ 
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ihrer als Wasserstoffiibertriiger wirksamen Form zwar nicht zur Phosphy. 
aufnahme befihigt ist, daB sie aber in einem (enzymatisch bedingten) Gleic\, 
gewicht steht mit einer als Co-Phosphorylase wirksamen Form. Man kénny 
z.B. daran denken, daf die normale Co-Zymase als Pyridiniumphosphat ¢jy 
Gleichgewicht bildet mit der Pyridiniumbase, bei der das Phosphorsiiuy 
hydroxy] frei liegt. Das letztere ist auch der Fall bei der Dihydro-Co-Zymay. 
jedoch wurden bisher keine experimentellen Anhaltspunkte gefunden, (i 
fiir eine besondere Fiahigkeit der Dihydro-Co-Zymase zur Phosphatiibe. 
tragung sprechen wiirden [vgl. °*°)]. 


Zusammenfassung. 

Die Versuche tber den Einflu8 von reiner Co-Zymayih 
auf die Vergirung von Phosphoglycerinsiure, besonders die in 
ersten Abschnitt beschriebenen, sprechen gegen die Auffassung 
daB die Co-Zymase der Adenylsiiure vergleichbar als Phosphat. 
acceptor und Phosphatiibertriger fungieren kénne. Diese Befund 















. ' ' , ; ] 
schlieBen sich ohne weiteres dem eindeutigen Nachweis?*) an, dal Mitar 
in Muskelsystemen die Co-Zymase keine Co-Phosphorylasefunktio _ FT | 
besitzt. Im zweiten Abschnitt der vorliegenden Mitteilung werde 
: bufo-s 
jedoch Versuche beschrieben, wonach formal von einer Vertret sical 
barkeit der Adenylsiure durch Co-Zymase gesprochen werda att 
kann. Die Frage, ob die Co-Zymase hier und bei der Gesantqy 

2 / hela? ; entsta 
girung als Co-Phosphorylase fungieren kann, darf daher nicht al Chole 
gelést betrachtet werden. a oi 

bel di 
jan C, 
| OH-G 
it und 
L 
Sterin: 
offen. 
geht, 
sleruns 
) 
ul. T. T 
2) 
Path. J 








€ usy, 


sphat} 
reich, 


rat ely 
‘sure 
mage: 
n, dig 
tii ber. 


mass 
ie i 
sung 
phat. 
fundg 
, dag 
tion 
erdey 
rtret 
erdel 


samt 
ht alj 


Uber die Umwandlung von Dehydro-desoxycholsaure 
in ¢- und §-3-Oxy-12-ketocholansdure 
im Organismus der Krdte. 
Von 


Kazuhisa Kyogoku. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Januar 1937.) 


Ergosterin (bzw. Vitamin D) wird von Shimizu und seinen 
Mitarbeitern') als Muttersubstanz der Gallensiuren angesehen 
und soll im Tierorganismus iiber eine Saéure, wie die Trioxy- 
bufo-sterocholensaure C,,H,.O,, zu den bekannten Gallensiuren 
abgebaut werden. Nach anderen Autoren?) sollen die Gallen- 
siuren durch Umwandlung des Cholesterins bzw. seiner Derivate 
entstanden sein. Wenn nun die Sterine, das Ergosterin oder das 
Cholesterin, die Muttersubstanz der Gallenséuren sind, so mub 
bei dieser Umwandlung auch eine Epimerisierung der OH-Gruppe 


‘an C, des Sterinmolekiils stattfinden, da die Konfiguration dieser 
'OH-Gruppe in Sterinen und Gallensiiuren voneinander verschieden 
}[ und II) ist. 


CH, CH, 
i be a i i 
I | * II | 
3 5 7 
Ho” ~~ a al HO” call heal 


Die Frage, ob diese Epimerisierung der OH-Gruppe des 
Sterins im Tierorganismus stattfinden kann, steht jedoch noch 
otien. Wenn eine solche Umlagerung im Tierkérper vor sich 
geht, so ist das auf zwei Wegen méglich: erstens die Epimeri- 
slerung erfolgt ohne Zwischenprodukte, abnlich wie es z. B. bei 

') S. Higashi, Arb. Med. Fakult. Okayama 1, 582 (1930); K. Tanaka 
u. T. Tanaka, J. of Biochem. 18, 15 (1933) u. a. 


_ *) E.Enderlen, S.T. Thannhauser u. M.Jenke, Arch. f. exper. 
Path. 130, 292, 308 (1928); 135, 130 (1928); M.Jenke, Arch. f. exper. 


Path. 163, 75 (1932). 
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der Bildung des y-Cholestanols') aus Cholesterin der Fall ist. 
zweitens die sekundire Alkoholgruppe wird zunichst zur Carbonyl. 
gruppe oxydiert und dann zu der epimeren Form reduziert. Voy 
diesen beiden Méglichkeiten scheint mir der letztere Weg wahr. 
scheinlicher zu sein. Dafiir spricht vor allem die Beobachtung 
von Yamasaki und Kyogoku?), dab die dem Krétenorganismy 
verabreichte Dehydrocholsiure in Form der epimeren Redukto. 
dehydrocholsiure (8-3-Oxy-7, 12-diketocholansiure) im Harn aus. 
geschieden wird. 

Weiterhin haben Yamasaki und Kyogoku®*) nach Ver. 
abreichung von Dehydro-desoxycholsiiure aus dem Kroétenhan 
zwei interessante, noch nicht niher untersuchte Oxy-ketosiuren 
vom Schmelzp. 125 und 220° isoliert, die beide verschieden voy 
der bekannten 3-Oxy-12-ketocholansiiure*) waren. 

Um die sterische Anordnung der OH-Gruppe an CU, der ge. 
nannten Oxysiuren sicherzustellen, habe ich in der vorliegenden 
Abhandlung die Dehydro-desoxycholsiiure in verschiedenen Reak- 
tionsmedien der partiellen Reduktion unterworfen. In alkalischen 
oder neutralem Medium nahm die Diketosiiure glatt 1 Mol Wasser. 
stofi auf, und die dabei erhaltene Oxy-ketosiure schmolz unschari 


bei 155—158°. Die auf dem bekannten Wege*) — durch Ver 
selfung der 3-Acetoxy-12-ketocholansiiure — erhaltene 3-Qxy- 


12-ketocholansiiure schmolz bei 165°; der Athylester dieser Siiur 
hatte einen Schmelzpunkt von 138°. Nach Wieland®) schmilz 
diese Siiure bei 161° und ihr Athylester bei 133°. Nach der 
Auwers-Skitaschen Regel’) diirfte die Carbonylgruppe an , 
des Gallensiuremolekiils (cis-Dekalin) im neutralen Medium haupt- 
siichlich zu II reduziert werden. 

Und zwar ist die trans-cis-Konfiguration dieser Siiure vou 
Schmelzp. 165° identisch mit der der natiirlichen Gallensiiuren, 
der der Lithocholsiiure, des epi-Koprosterins’) und der Desoxy- 
cholsiiture. Daher will ich diese Oxy-ketosiiure als «@-3-Oxy- 
12-ketocholansiure bezeichnen. 


') A. Windaus, Liebigs Ann. 453, 101 (1927). 
*) Diese Z. 238, 43 (1935). 8) Diese Z. 233, 29 (1935). 
*) M. Schenck, Diese Z. 63, 308 (1909); H. Wieland u. E. Bérsch, 
Diese Z. 106, 190 (1919); W. Borsche u. F. Hallwass, Ber. chem. (Ge: 
5d, 3318 (1922). 

°) H. Wieland, E. Dane u. E. Scholz, Diese Z. 211, 261 (1932). 

6) Diese Z. 106, 190 (1919). 

’) Vgl. Helvet. chim. Acta 17, 1407 (1934). 

5) Helvet. chim. Acta 18, 668 (1935). 
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Wenn man die Dehydro-desoxycholsiiure im sauren Medium 
katalytisch reduziert, so wird iiberwiegend eine Oxy-ketosiure 
rom Schmelzp. 220° erhalten, deren Eigenschaften mit denen der 
Oxy-ketosiure vom Schmelzp. 220° aus Kroétenharn?) gut iiber- 
einstimmen. Die raumliche Lage der OH-Gruppe an C, wird — 
in Ubereinstimmung mit der Auwers-Skitaschen Regel — durch 
‘Formel III wiedergegeben. 
CH, 


Pie Pd uf 
| | 


, re Pd 
HO i 


Lf] 


Diese cis-cis-Konfiguration ist identisch mit der der #-Lithochol- 
isiure, baw. der 8-3-Oxy-7,12-diketocholansiure’), sowie der des 
'Koprosterins*); ich méchte daher diese Oxy-ketosiure als $-3-Oxy- 
12-ketocholansiiure bezeichnen. Es ist also bewiesen, daB die 
Dehydro-desoxycholsiiure im Krétenorganismus zu der epimeren 
Form der 3-Oxy-12-ketocholansiiure reduziert wird, ebenso wie 
es bei der Dehydro-cholsiure*) der Fall ist. 

Die Saéure vom Schmelzp. 125°?) aus Krétenharn und die 


durch katalytische Hydrierung erhaltene Siiure yom Schmelzp. 158° 


erwiesen sich als Mischkrystalle, welche den iiblichen Trennungs- 
methoden hartniickig widerstehen. Der Beweis wurde auf folgen- 
dem Wege erbracht: Wenn man Dehydro-desoxycholsiure in Kis- 
essig katalytisch reduziert, so wurde eine Siiure erhalten, die bei 


fetwa 125° schmolz: ihre iibrigen Eigenschaften stimmten gut mit 
) ro) o = 


denen der Siure aus Krétenharn iiberein. Wenn man andererseits 
e- und #-3-Oxy-12-ketocholansiure in verschiedenen Mengen- 
verhaltnissen gut vermischte, so wurde eine Reihe von gut krystalli- 
sierten und einheitlich erscheinenden Stoffgemischen erhalten; 
die Mischung, die gleiche Mengen von beiden Siuren enthielt, 
schmolz bei 125°, ebenso wie die Siure aus Krétenharn. Die 
Mischung, die @-Siure und #-Siiure im Verhiiltnis von 9:1 ent- 
helt, schmolz bei 158°. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Partielle Hydrierung in neutralem (oder alkalischem) Medium. 
| g Dehydro-desoxycholsdure (Schmelzp. 188°) wurde in 10 ccm verdiinntem 
Alkohol gelést, bei 26°, 760 mm unter Zusatz von 0,1 g einmal benutzten 


') Diese Z. 233, 29 (1935). *) Diese Z. 235, 45 (1935). 
*) Helvet. chim. Acta 17, 1407 (1984). 















102 Kazuhisa Kyogoku, 


Platinoxyds hydriert, wobei etwa 1 Mol Wasserstoff (60 cem) nach 1 stiindigen 
Schiitteln aufgenommen wurde. Das vom Katalysator befreite Filtrat wurde 
mit Wasser versetzt, wobei sich feine Nidelchen abschieden. Die ah. 
gesaugten Krystalle sintern bei etwa 125° und schmelzen bei 155—15s° 
Keine Depression mit der Oxy-ketosiiure nach Wieland (Schmelzp. 161%, 
Liebermann-Reaktion weinrot*). 


5,143 mg Subst.: 13,330 mg CO,, 4,670 mg H,O. 
C,,H;,0,-H,O Ber. C 70,54 H 9,87 Gef. C 70,79 H 10,17, 


Das Acetat der Siiure wurde in der iiblichen Weise dargestellt und 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 198°. 


5,061 mg Subst.: 13,450 mg CO,, 4,260 mg H,O. 
C.,.H, Os Ber. C 72,17 H 9,33 Gef. C 72,41 H 9,40. 


Der Athylester der Siiure. 1,3g der Siure wurden in absolutem 
Alkohol unter Zusatz von 2 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure 2 Stunden 
lang gekocht und die Séure mit verdiinnter Sodalésung abgestumpft. De 
dabei abgeschiedene Ester (Schmelzp. 120—122°) wurde mit Ather digeriert 
und aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Derbe Prismen 
vom Schmelzp. 127—128° (Sintern bei 125°). Keine Depression mit dem 
Athylester der Oxy-ketosiure nach Wieland. Eine weitere Reinigung 
konnte weder durch Fillung mit alkoholischer Digitoninlésung, noch durch 
Umkrystallisation aus verschiedenen Lésungsmitteln erreicht werden. 

Die Siure, die durch Verseifung des Athylesters sowie des Acetats 
zuriickgewonnen wurde, zeigte keine bemerkenswerte Anderung des Schmelz: 
punkts. 

Synthese der Siure vom Schmelzp. 158°. 0,18 g «-3-Oxy-12-keto- 
cholansiure und 0,02 g $-3-Oxy-12-ketocholansiiure wurden unter Erwirmen 
in Alkohol gelést und die Lésung mit Wasser versetzt, wobei bald eine 
Krystallisation eintrat. Die aus Alkohol umkrystallisierten Nadeln sintem 
bei 108° und schmelzen bei 158°. Der Athylester schmilzt bei 133°. 


139,0 mg Subst. (bei 130° i. V. getr.): Gewichtsabnahme 6,0 mg. 
C,,H3,0, « H,O Ber. H,O 4,4 Gef. H,O 4,3. 


Synthese der Weylandsiure. Nach der Vorschrift von Wielan¢ 
und Kishi (a. a. O.) wurde die Weylandsiure aus je 0,1 g der obigen Siure 
und Cheno-desoxycholsiure hergestellt. Zu Gruppen vereinigte, prismatische, 
glashelle Nadeln. Ausbeute etwa 0,2 g. Schmelzp. 164—165°. Lieber 
mann-Reaktion: violett-rot. 


12-Ketocholensiéure und 12-Ketocholansiure. 0,3 g der Saure 
vom Schmelzp. 158° wurden in der gewdéhnlichen Weise der trocknet 
Destillation unterworfen. Die Operation war nach 30 Minuten beendet. 
Das teilweise krystallisierte, hellgelbe Destillat wurde aus Alkohol oder 


*) Der bei dieser Reaktion entwickelte Farbton ist sehr abhingig vo0 
der Menge Essigsiureanhydrid: orange bis weinrot. Nach Wieland und 
Kishi [Diese Z. 214, 47 (1934)] farbte sich die Oxy-ketocholansiure, die 
eine Komponente der Weylandsiure ist, mit Essigsdiureanhydrid—Schweiel 
siure orange. 
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eeton umkrystallisiert. Die Cholensiure schmolz anfiinglich bei 154—160°, 
nach mehrmaliger Umkrystallisation bei 174—175°%. Ausbeute 0,25 g. 
Liebermann-Reaktion weinrot. 


4,726 mg Subst.: 13,370 mg CO,, 4,120 mg H,0. 
C,,Hj0, Ber. C 77,86 H 9,97 Gef. C 77,18 H 9,76. 


50mg der Ketocholensiure wurden in Alkohol gelést, mit 20 mg Platin- 
oxyd katalytisch hydriert (bei 22°, 767 mm). Die gesiittigte Siure wurde 
nus Alkohol einige Male umkrystallisiert. Schuppige Krystalle vom Schmelz- 
punkt 182—183°. Methylester (mit Diazomethan) vom Schmelzp. 1083—105°. 
Der Mischschmelzpunkt mit der 12-Ketocholansiure, bzw. ihrem Ester zeigte 
keine Depression. 


2. Partielle Hydrierung im sauren Medium 6-3-Oxy-12-keto- 
holansaure. In 75 ccm Eisessig wurden 2 g Dehydro-desoxycholsiure 
Schmelzp. 188°) aufgelést und unter Zusatz von 0,5 ccm Bromwasserstoff- 
siure mit 0,1 g Platinoxyd bei 26°, 760 mm hydriert. Nachdem die be- 
rechnete Menge von Wasserstoff aufgenommen worden war (2—4 Stunden), 
wurde die vom Katalysator befreite Eisessiglésung im Vakuum eingedampftt. 
Der Riickstand wurde mit verdiinnter Natronlauge eine Stunde lang gekocht 


lutem 
aunden 
Der 


reriert 


ismen 

- dem (und mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert. Die abgeschiedene Masse wurde 
igung Meedgesaugt, mit Wasser gut gewaschen. Diese Masse wurde nach dem Trocknen 
durch mit Aceton digeriert und darauf der abgeschiedene Krystallbrei abgesaugt. 


Schmelzp. 202—207°. Ausbeyte 1,7 g. Nach mehrmaligem Digerieren mit 
kaltem Aceton wurden die Krystalle aus Aceton—Alkohol 2mal umkrystalli- 
siert. Glinzende Tafeln vom Schmelzp. 218—220°. Sie zeigten keine 
Schmelzpunktsdepression mit der Oxyketosiiure vom Schmelzp. 220° aus 
Krétenharn. 

5,172 mg Subst.: 13,920 mg CQ,, 4,580 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,45 H 9,91. 


Spezifische Drehung: 0,1431 g in absolutem Alkohol, | = 2 dm, 


a =+2,59°, [a]2° =+ 90,50°. 


cetats 
melz- 


keto- 
rmen 

eine 
ntern 


Mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsiure firbt sich die~Substanz gelb, 
‘dann weinrot. Sie lést sich in Alkohol, Methanol leicht, in Aceton, Essig- 
land Mester schwer, in Ather kaum. Aus der Alkohollésung fiillt sie mit Digitonin- 
dure MH lisung, wenn auch verspiitet, aus. Mit Cheno-desoxycholsaure gibt sie keine 
sche, M Doppelverbindung. 
ber : Acetat der Siure. 0,1 g Siure wurde mit 0,1 g geschmolzenem 
Na-Acetat in 5 cem Essigsiureanhydrid gekocht. Das so erhaltene, in 
dure # glinzenden breiten Tafeln krystallisierte Acetat schmolz bei 198—200°. 


* | 4,641 mg Subst.: 12,275 mg CO,, 3,870 mg H,0. 
naet. CogH Os Ber. C 72,17 H 9,33 Gef. C 72,16 H 9.33. 
oder 5 : 


| Es zeigte keine Schmelzpunktsdepression mit dem Acetat der Saure 
vou MUS Kroétenharn, dagegen mit dem Acetat (Schmelzp. 198°) der Siiure vom 
und Me Schmelzp. 158° eine deutliche Depression (Schmelzp. 157—185°). 
— 
ofel: *) Nach Wieland und Kishi (a.a. 0.) soll die 12-Ketocholensiure, 
lie aus Weylandsdure erhalten wurde, bei 167° schmelzen. 
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Methylester. Der Ester wurde mit dtherischer Diazomethanlisuy, 
hergestellt und aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 11; 
bis 117° (sintert bei 110°). Glunzende Schuppen. Keine Depression mit dey 
Ester der Siure aus Krétenharn. 

Der Athylester, der mit absolutem Alkohol und konzentrierte 
Schwefelsiiure hergestellt wurde, schmolz bei 134—136°% Er zeigte ein 
deutliche Depression mit dem Ester (Schmelzp. 133°) der Oxy-ketocholap. 
siure nach Wieland. 

Die durch Destillation der Siiure vom Schmelzp. 220° hergestellt 


12-Ketocholensiure schmolz bei 173—175° (Sintern bei 160°). Sie zeigt 
keine Schmelzpunktdepression mit der Cholensiure, die aus der Oxy-keto. 
siure vom Schmelzp. 158° gewonnen wurde. Sie wurde zur niheren Chara. 


terisierung in die 12-Ketocholansiiure und deren Ester iiberfiihrt. 


3. Partielle Hydrierung in Eisessig. — Die Siure vom Schmelz 
punkt 125°. 1 g Dehydrodesoxycholsiiure wurde in reinem Lisessig gelis 
und katalytisch hydriert (0,2 g Pt-Oxyd, bei 32°, 764 mm), wobei etwa 64 cen 
Wasserstoff aufgenommen wurden. Das vom Katalysator abgetrennte Filtra 
wurde mit Wasser versetzt, wobei sich prismatische Nadeln ausschieden. Dj 
abgesaugten Krystalle schmolzen bei 120—122°. Ausbeute: 0,95 g. Au 
Eisessig oder Aceton wurde diese Siure umkrystallisiert, sie sinterte bei 117! 
und schmolz unter Aufschiumen bei 121—125°, genau wie die Siur 
vom Schmelzp. 125° aus Krétenharn*). (Keine Schmelzpunktdepression! 
Liebermann-Reaktion: weinrot. 

Spezifische Drehung: 0,0524 g in 10 ccm absolutem Alkohol, | =2 du, 

a =-+ 0,97 A [o]?° = + 92,56°. 

Acetat. 0,1 g Séiure wurde in der iiblichen Weise acetyliert. Schmelz 
punkt 176—179° (Sintern bei 165°). Keine Depression mit dem Acetat der 
Siure aus Kroétenharn. 

Der Athylester wurde in absolutem Alkohol unter Zusatz konzen 
trierter Schwefelsiure bereitet. Schmelzp. 117—119° (Sintern bei 113°). 

Synthese der Siure vom Schmelzp. 125% In Alkohol wurda 
je 0,1 g von a- und £-3-Oxy-12-ketocholansiure gelést und mit Wasser ver. 
setzt, wobei sich einheitlich erscheinende Nadeln abschieden. Die abgesaugte 
Siure wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 125' 
(unter Aufschiumen). 

Spezifische Drehung: 0,0509 g in absolutem Alkohol, | = 2 dm, 

a =+0,93°, [a])”= = 92,08° 

Der Athylester bzw. das Acetat der Siure schmolz bei 1!’ 
bis 118°, bzw. bei 176—179°, wie es beim vorigen Versuch der Fall war 
Die synthetisch hergestellte Siure vom Schmelzp. 125° la8t sich nur schwieri 
in die Komponenten aufteilen. 

4, a-3-Oxy-12-ketocholansdure aus dem Desoxycholsauremono 


acetat. Das Monoacetat. Zu 20 ccm Eisessiglésung, die 1 g Desoxy 
cholsiure enthielt, wurden 0,5 ccm Acetylchlorid zugesetzt und zwei Tage 


*) In der vorangehenden Mitteilung (a. a. 0.) wurde diese Saure al: 
8-3-Oxy-12-ketocholansiiure bezeichnet. 
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sung 
Zp. 11} 
it den 


lang unter Ofterem Schiitteln stehen gelassen. Das Reaktionsgut wurde in 7 
kaltes Wasser eingegossen. Die dabei abgeschiedene pulvrige Masse wurde 
Fdarauf genau nach der Vorschrift von Wieland, Dane und Scholz} 
verarbeitet. Das Acetat krystallisierte in derben glashellen Prismen und 











trierte f/ <chmolz bei 112-——115° (unter Aufschiumen). Ausbeute 0,7 g. Die aus 
© einef/ diesem Acetat durch Oxydation erhaltene «-3-Acetoxy-12-ketocholansiiure 
‘holan- [yom Schmelzp. 197—198° zeigte keine Depression mit dem unter 1. be- 


























tschriebenen Acetat, dagegen mit dem Acetat der #-3-Oxy-12-ketocholan- 
stelle siure eine deutliche Depression (Schmelzp. 150—160°). 
zeigt: Ie a-38-Oxy-12-ketocholansiure. 0,3¢ Acetat wurden mit verdiinnter 
keto Natronlauge verseift. Die freie Oxyketosiiure wurde mehrmals aus ver- 
harak. dinntem Alkohol umkrystallisiert. Glinzende Nadeln vom Schmelzp. 164 
Sbis 165° (schwache Sinterung bei 116°). Liebermann-Reaktion: weinrot. 


mel 78,1 mg Subst. (bei 130° i. V. getr.): Gewichtsabnahme 3,5 mg. 

a C,,H,,0,-H,O Ber. H,O 4,4 Gef. H,O 4,5. 

Filtrat ie 5,175 mg Subst.: 13,990 mg CO,, 4,580 mg H,0. 

1. Die CBO, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,74 H 9,80. 
7 Spezifische Drehung: 0,0449 g in absolutem Alkohol, 1 = 2 dm, 
Siiure a=+0,99%, [a]2°= + 110,24°. 

$100) 


Mit Chenodesoxycholsiiure bindet sie sich zur Weylandsiure, genau 
ai wie die Oxyketosiiure vom Schmelzp. 158°. 
} Athylester. 0,1 g Siure wurde in absolutem Alkohol mit konzen- 
itrierter Schwefelsiure gekocht. Der Ester wurde aus Alkohol oder Essig- 
mel: @ ester umkrystallisiert und schmolz bei 137—138° (sintert bei 136%. Er 
it der zeigte keine Depression mit dem Ester der Oxyketosiiure nach Wieland. 
‘In alkoholischer Lésung ist er mit Digitoninlésung nicht ausfallbar. 
nzen 
e Zum Schlub méchte ich nicht verfehlen Herrn Prof. Dr. K. Yamasaki 
iden meinen herzlichen Dank fiir seine freundliche Hilfe auszusprechen. 
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Die Frage der Beteiligung des Ornithins, des Citrullins 


und des Arginins am normalen Proze& der Harnstoffbildung 


in der Leber unter Anwendung der Angiostomie. 
II. Mitteilung. 


Von 
E. 8. London und A. K. Alexandry. 


(Aus der Abteilung fiir Pathophysiologie des Stoffwechsels am Institut 
fiir experimentelle Medizin zu Leningrad.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Januar 1937.) 


In unserer vorhergehenden Mitteilung ') haben wir die Resultate 
der ersten Serie von Versuchen dargelegt, welche wir an einzeitig 
angiostomierten Hunden ausgefiihrt hatten, um in vivo die von 
A. Krebs in vitro erhaltenen Ergebnisse zur Frage vom Mechanis- 
mus der Harnstoffbildung in der Leber nachzupriifen. In gegen- 
wartiger Mitteilung bringen wir den Bericht iiber zwei weitere 
Serien unserer Versuche in derselben Richtung. 

i 

Die erste Versuchs-Serie haben wir wiederum an einzeitig 
angiostomierten Hunden, aber in zweckmaBigerer Anordnung, aus- 
gefiihrt. Nach Entnahme einer Blutprobe aus der Lebervene 
lieBen wir langsam — im Verlauf von 2 Minuten — die zu priifende 
Substanz in die Portalvene einflieBen. Hierauf fiihrten wir eine 
Nadel wieder in die Lebervene ein und begannen, ununterbrochen 
aber langsam, das Blut in Kélbchen anzusaugen, welche 
Zwischenriumen von etwa 1 Minute gewechselt wurden. Av 
diese Weise lieB sich eine Kurve erzielen, welche ein Bild von 
dem ganzen Gange der Harnstoffausssheidung der Leber in das 
Blut als Antwort auf die injizierte Substanz gibt, wahrend bei der 


Versuchsanordnung in unserer vorhergehenden Mitteilung Zahlen 
erhalten wurden, welche nur einzelne zufallige Momente des 


') Diese Z. 227, 233 (1934). 
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igesamten Prozesses charakterisierten. Alle iibrigen Details der 
Versuche blieben die gleichen wie in der vorigen Arbeit. 

In allen Tabellen dieser Mitteilung bedeuten die Zahlen in 
ider Spalte »Zeit* Minuten, vergangen nach Beendigung der In- 
Hektion, in den Spalten Harnstoff* und ,,Arginin“ Milligramm- 
Prozente. Ornithin wurde in Form von Ornithindihydrochlorid 
terwendet. 

' Das Versuchsergebnis war folgendes. 


Versuch Nr. 1. Versuch Nr. 2. Versuch Nr. 3. 


; Datum: 20. LX. 34. Datum: 4. X. 34. Datum: 28. XI. 34 
‘Kirpergewicht: 16kg. K6rpergewicht: 16 kg. Koérpergew.: 11,5 kg. 
njiziert: 1,16 g NH,Cl. pcos 1,16 g NH,Cl. oe 0,85 g NH, Cl. 




















| Zeit Harn- Arginin Zeit yong Arginin Zeit Harn hadi 
0 | 21,4 22 o | s12 | 2,2 0 81,4 | 1,9 

3 | 310 | 22 3 | s72 | 2,4 1 85,7 | 1,7 

4 35,3 | 2,2 4 | 382 | 2,4 2 89,5 | 1,7 
5, | 87,8 | 2,2 6 | 420 | 2,2 5 | 1278 | 1,9 

F (+ 77 °/,) . (+ 35°.) (+ 32 °/,) 

Bs, | 378 | 2,3 8 | 420 | 2,3 8 | 101,4 | 1,7 

: 9 | 410 | 22 10 | 101,6 | 1,8 

10 | 380 | 2,3 








Die Versuche Nr. 1—3 zeigen, daB die langsame Kinfihrung 


‘von 0,073 g NH,Cl pro Kilogramm Kérpergewicht in die Pfort- 
-ader einzeitig angiostomierter Hunde eine charakteristische Kurve 
der Ausscheidung von Harnstoff aus der Leber in die abfihrende 
-Vene zur Folge hat, und zwar eine Kurve mit steilem Anstieg 
fund allmihlichem Abfall. Fiir unsere Zwecke ist von wichtiger 
| Bedeutung der Anstieg der Kurve, welcher seinen Kulminations- 
punkt in 5—6 Minuten erreicht. Dieser Versuch gibt unfehlbar 
E einen derart charakteristischen Effekt, daB wir ihn an der hiesigen 
| Universitat in das Laboratoriumspraktikum iiber Stoffwechsel fir 
| die Studenten eingefithrt haben. Es ist anzunehmen, daB er mit 
der Zeit in das gewohnliche Programm der praktischen Ubungen 
fiir die Studenten der Medizin und der Naturwissenschaften auf- 
genommen werden wird. 


In den Probierglas-Versuchen von Krebs zeigte sich das 


| Ornithin als Katalysator. Falls es die gleiche Kigenschaft in vivo 
_ besitzt, so muB es, zusammen mit Chlorammonium in die Pfort- 
D ader cingefiihrt, den ProzeB der Bildung von Harnstoff in der 

p Leber, sowie dessen Ausscheidung in das Blut beschleunigen. 
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Unter unseren Versuchsbedingungen muB dann die resultierend, 
Kurve einen steileren Aufstieg aufweisen und eine gréBere Hohe 
erreichen, als nach EKinfiihrung von Chlorammonium allein. 


Versuch Nr. 6. 
Datum: 16. I. 35, 
Korpergew.: 18,5 ke, 
Injiziert: 1,35 g NHC 

+ 0,3 g Ornithin, 


—anmmse 


Versuch Nr. 5. 
Datum: 2. I. 35. 
Korpergew.: 16,4 kg. 
Injiziert: 1,23 g NH,Cl 

+ 0,3 g Ornithin. 


Versuch Nr. 4. 
Datum: 28. XI. 84. 
Korpergew.: 6 kg. 

Injiziert: 0,5 g NH,Cl. 




















Zeit Harnstoff Zeit Harnstoff Zeit Harnstoff 
0 42, 0 32,4 35,0 
45,0 31 34,2 2 43,0 
3 55,7 4}/, 35,5 3 48.9 
5 59,1 5, 36,7 4 50,0 

(+40 %,) (+13 %/,) 41/, 50,0 

9 | 59,0 7 35,5 7 55,5 
10 34,5 9 59.2 

(+ 70° 


Die in den Versuchen Nr. 4—6 erhaltenen Zahlen zeigen, 
daB das Ornithin keinerlei Anderung in dem Ausscheidungsprozet 
des Harnstoffs aus der Leber, nach Einfiihrung von Chlorammoniun 
in die Portalvene, hervorruft. Der Anstieg der Harnstoffkurve 
vollzieht sich in dem gleichen Tempo, ob Ornithin vorhanden ist 
oder nicht. Der Anstieg erreichte seinen Héhepunkt nicht vor 
Ablauf von 5 Minuten, wobei die Héhepunkte in beiden Fillen 
nur innerhalb naher Grenzen voneinander abwichen. Chlor- 
ammonium allein gab Schwankungen von 32—77°/,; Chlor- 
ammonium zusammen mit Ornithin solche von 13—70 °/,. 

Nach der Theorie von Krebs geht das Ammoniak in der 
Leber zunichst in Citrullin und darauf in Arginin iiber, aus dem 
sich dann der Harnstoff bildet. Wenn dem so wire, so miibte 
man erwarten, daB diese Zwischenprodukte, von der Porta aus 
in den Leberkreislauf eingefiihrt, schneller in Harnstoff iibergehen 
sollten als das Chlorammonium. Die folgenden Versuche Nr. i 
bis 10 haben dieser Erwartung nicht entsprochen. 

In den Versuchen Nr. 7 und 8, in denen wir wegen Substanz- 
édkonomie von kleineren Hunden Gebrauch machten, zeigte das 
Citrullin') iiberhaupt keinerlei Wirkung auf die Harnstoftaus- 
scheidung aus der Leber. Wenn das Citrullin wirklich ein Zwischen- 


1) Wir machen von dieser Gelegenheit Gebrauch, um Herrn U. Suzuki, 
Japan, der uns das Priparat Citrullin freundlichst zur Verfiigung gestellt 
hat, unseren verbindlichen Dank auszusprechen. 
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Versuch Nr. 7. 
Datum: 14. XI. 35. 
K6rpergewicht: 5 kg. 
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produkt im ProzeB der Harnstoffbildung wire, so hitte unbedingt 
jer entsprechende Effekt eintreten miissen. 


Versuch Nr. 8. 
Datum: 26. I. 36. 
K6érpergewicht: 3,5 kg. 
Injiziert: 0,4 g Citrullin. 








Injiziert: 0,6 g Citrullin. 


Zeit 


Harnstoff 
0 93,1 
93,5 
- i 92,7 
s*/, 95,5 
51/, 93,1 





Versuch Nr. 9. 
Datum: 14. X. 35. 
Kirpergewicht: 12 kg. 
Injiziert: 1,6 g Arginin. 


Zeit 





Harnstoff 


90,0 
86,2 
87,0 
86,0 
84,0 


Versuch Nr. 10. 
Datum: 2. II. 36. 
KG6rpergewicht: 7,5 kg. 
Injiziert: 7 g Arginin. 











Zeit Harnstofft 

0 28,1 

2 33,2 

4 /% 34,2 

s 39,0 
(+28 "/0) 


In den Versuchen Nr. 9 und 10 rief das Arginin in der ‘T'at 
ein Ansteigen der Harnstoffkurve in der Lebervene hervor, aber 
‘diese Kurve unterschied sich wesentlich von derjenigen nach Chlor- 
ammoninjektion. Sie steigt sehr allmihlich an und erreicht ihren 
'Héhepunkt bedeutend spiter, als die Chlorammonkurve. In den 
Versuchen Nr. 9 und 10 erreichte die Harnstoffzunahme ihren 
Hihepunkt 8—9 Minuten nach der Injektion auf einem niedrigeren 
Niveau (19—28°/,), als sie nach 5 Minuten unter der Kinwirkung 
von Chlorammonium erreichte (832—77°/,). Ferner lehrt uns der 
Versuch Nr. 9, daB das in die Blutbahn der Leber eingefiihrte 
Arginin ziemlich bald beginnt aus derselben zu verschwinden, 
und zwar entspricht im Rahmen der Versuchsperiode die maximale 
Harnstoffzunahme (8,8 mg-°/, statt mehr als 18,8 mg-°/,) dem 
naximalen Argininschwund (ausgefiihrt von S. W. Nedswedsky). 

Wenn das Citrullin in vivo in Arginin iibergehen sollte, so miiBte 
eS zum mindesten den gleichen Effekt auslésen wie das Arginin. 


Zeit 


21/ 
6 /2 
v) 





Harnstoft 


36,5 
40,0 
39,7 
39,4 
43,3 
45,2 
(+19 °/,) 
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II. q die 

Die Versuche an einzeitig angiostomierten Hunden bieten dM Ansti 
groBe experimentelle Bequemlichkeit, daB man keine Riicksichi ausscl 
zu nehmen braucht weder auf Rasse, noch Alter, noch Kérpefi Versu 
gréBe der Tiere, ganz abgesehen davon, daB man nicht genitigf Dosis 
ist, eventuell den Versuch wegen der Voroperation hinauszuschiehe fi Harn: 
Jedoch fiir Serien-Versuche, wie z. B. in dem gegebenen Fall: Nr, 1: 
sind natiirlich Hunde mit chronischen angiostomischen Kaniilefi ammc 
vorzuziehen, weil dann die ganze Serie der uns hier interessierenda i der I 
Untersuchungen an einem solchen Tiere ausgefiihrt werden kam als at 
DaB derartige Hunde auch der Norm niher stehen als die Ring Kurve 
zeitigen“, versteht sich von selbst. fin de 
An einem solchen Hunde (Nr. 14) ist die folgende Serie vu stieg 
Versuchen ausgefiihrt worden. } Unter 









































Vv hN Vv . Versuch Nr. 13. Resul 
ersuch Nr. 11. ersuch | r. 12. Datum: 2. XI. 36. Bein vi 
Datum: 20. XI. 36. Datum: 2. XI. 36. Korpergew.: 13,7 ke iy 
Koérpergew.: 13,6 kg. Korpergew.: 13,5 kg. Injiziert: 1,2 ¢ NH Katal 
Injiziert: 1,2 ¢ NH,Cl. _Injiziert: 0,2 g Ornithin. +0,2g Ornithine 
a i: | —= kein 
Zeit Harnstoff Zeit Harnstoft Zeit Harnstof I jorst 
0 24,0 0 30,7 0 190 je we k 
. =p af? ina 4 22,0 —& Ver 
2 2 e g j 31 3 F ry § * 
“ ; /2 ’ ov 25,0 e WwW 
3 26,5 4" . 31,0 4 370 ) : wiede 
31), 27,0 6 31,3 6 | 037 ie wir ¢ 
4), 34,6 - erhal 
(+ 39°/,) : 
Versuch Nr. 14. Versuch Nr. 15. » dems 
Datum: 28. XI. 36. Datum: 2. IX. 36. F verhi 
Kérpergewicht: 13,6 kg. Koérpergewicht: 16,3 kg.  verur 
Injiziert: 1,6 g Citrullin. Injiziert; 2 g Arginin. Stale 
m | 2 
Zeit Harnstoff Zeit Harnstoff F von 
SS —<—<— q eln é 
0 25,0 0 30,5 | punk 
1'/, 25,0 1 32,0 pe 
4 26,5 2 31,8 9% 
5 26,3 4 32,0 F Chilo: 
(+ 6/9) 5", 32,6 ; nehy 
6 | 26,1 6 34,0 
6 "le 34,0 E 
| (+ 10°,) | teilig 
7/4 | 33,5 4 der _ 


Der Versuch Nr. 11 zeigt, wie bei unserem Hunde Nr. 14 die wie 
Kurve der Harnstoffausscheidung aus der Leber als Antwort aU stom 
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‘die Kinspritzung von Chlorammonium allein verlaufen ist. Ihr 


Anstieg dauerte bis zur fiinften Minute, wobei die Harnstofi- 
ausscheidung sich um 39°/, tiber das Ausgangsniveau erhob. Der 
Versuch Nr. 12 lehrt, daB das Ornithin an und fiir sich in der 
Dosis von 0,2 g keinerlei merklichen Effekt auf den ProzeB der 
Harnstoffausscheidung aus der Leber ausléste. Aus dem Versuch 


@ \r. 13 ist ersichtlich, daB das Ornithin, als Zusatz zum Chlor- 
‘ammonium, eine Anderung in der harnstoffausscheidenden Arbeit 


der Leber nicht zur Folge hatte. Sowohl in dieser Kombination, 
als auch nach Injektion von Chlorammonium allein, erreichte die 


if Kurve der Harnstofizunahme in der V. hepatica ihren Héhepunkt 
‘in der 5. Minute, wobei sie das Ausgangsniveau um 37°/, iiber- 
‘stieg Gm Versuch Nr. 11 bewirkte das Chlorammonium allein einen 
| Unterschied von 39°/,). Hierin haben wir die Bestatigung des 
' Resultates unserer ersten Versuchs-Serie, nimlich daB dem Ornithin 
‘in vivo unter physiologischen Bedingungen nicht die Rolle eines 
| Katalysators der Harnstoffbildung zukommt. 


Schon aus diesem Umstande war zu schlieBen, daB das Citrullin 


‘kein Zwischenprodukt bei der Harnstoffbildung aus Ammoniak 
' darstellt. Der Versuch Nr. 14 bestiitigt dieses vollkommen; auf 
‘die Kinfiihrung von Citrullin reagierte die Leber nicht mit einer 
' Vermehrung der Harnstoffausscheidung. Und dieses Resultat stimmt 
_ wiederum vollkommen mit dem negativen Resultate iiberein, welches 
| wir an einzeitig angiostomierten Hunden (Versuche Nr. 7 und 8) 
| erhalten hatten. 


Ks eriibrigte noch, sich zu iiberzeugen, wie sich bei eben 


'demselben Hunde (Nr. 14) die Leber zur Einfiithrung von Arginin 
| verhilt. Der Versuch Nr. 15 illustriert dieses Verhalten. Das Arginin 
'verursachte eine Vermehrung der Harnstoffausscheidung aus der 
| Leber, aber die Kurve dieser Vermehrung unterscheidet sich scharf 
' von derjenigen nach Injektion von Chlorammonium: es erfolgt 
ein allmahlicher und linger andauernder Anstieg, dessen Hihe- 
| punkt nur 10°/, iiber dem Normalniveau liegt. Wir erhalten also 
| gerade das Gegenteil von dem, was zu erwarten wire, wenn das 
» Chlorammonium seinen Weg zur Harnstoffbildung iiber das Arginin 
_tehmen miBte. 


Den Kernpunkt in dem Schema von Krebs bildet die Be- 


teiligung des Ornithins an dem Prozef der Harnstoffbildung in 
| der Kigenschaft eines Katalysators. Aus diesem Grunde haben 
| wir entsprechende Versuche noch an anderen chronisch angio- 
_ Stomierten Hunden angestellt. 
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Versuch Nr. 17. 














Versuch Nr. 16. Datum: 8. X. 86. 
Datum: 2. X. 36. Kérpergewicht: 13,8 kg. 
Kérpergewicht: 13,8 kg. Injiziert: 1 g NH,Cl 
Injiziert: 1 g NH,Cl. + 0,2 g Ornithin. 
Zeit Harnstoft Zeit Harnstoff 
0 25,0 0 24,0 
2 27,5 2 26,7 
3/, 30,0 31/, 28,7 
(+ 20°/,) (+ 20°/,) 
5 33,0 GY, | 30,5 
7 30,0 





Dieser Versuch hat die Ergebnisse der vorhergehenden Ver. 


suche bestiitigt. Die Harnstoff-Kurve nach Chlorammonium verlie{ 


im allgemeinen gleich in beiden Fallen bei ein und demselber 
Hunde, ganz unabhingig davon, ob Ornithin hinzugefiigt worden 
war (nach 31/, bis + 20°/,) oder nicht (ebenfalls + 20°/,). 


In allen angefiihrten Versuchen hatten wir Chlorammonium verwendet, 
um Harnstoffbildung hervorzurufen. Nun hat Herr Prof. K. Thomas 
(Leipzig) den Gedanken ausgesprochen, dai es wiinschenswert wiire, einen 
Versuch mit einem anderen Ammonsalz, das aus einer im Stoffwechsel ver- 
brennlichen Siure gebildet ist, anzustellen. Um diesen Gedanken zu ver- 
wirklichen, haben wir an demseiben Hunde, der zu den Versuchen Nr. 11 
bis 17 gedient hatte, einen Versuch mit zitronensaurem Ammon angestellt 
und zwar in einer an Ammoniakgehalt iiquivalenten Menge. Hierbei ergal 
sich folgendes Resultat: 


Versuch Nr. 18. K6rpergewicht: 13,4 kg. 
Datum: 27.11.37.  Injiziert: 1,34 g C,H,0O,(NH,),-H,0. 





Zeit Harnstoft 
0 13,2 
4 17,0 
51), 17,5 (+33°/,) 
6 17,3 


Die erhaltenen Zahlen zeigen, dab die Harnstoffbildung mit der gleichen 
Intensitit verliuft, wenn unter gleichbleibenden Bedingungen ihrem 
Ammoniakgehalt nach iquivalente Mengen von Chlorammon und von zitronen- 
saurem Ammon eingefiihrt werden. Mithin bildet sich bei unserer Versuchs- 
anordnung der Harnstoff auf Kosten des eingefiihrten Ammoniaks. 


SchluBfolgerung. 

Kin eingehendes Studium der Frage an angiostomiertel 
Hunden fiihrt zu dem SchluB, daB die Hypothese der Harnstof- 
bildung, welche A. Krebs auf Grund seiner Versuche in vitro 
aufgestellt hat, sich bei Versuchen in vivo nicht bewahrheitet. 
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Zur Ermittelung von Basen aus tierischen Geweben. 
Von 


D. Ackermann. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1937.) 


| C}'- Se 





K. Strack und H. Schwaneberg!) kommen auf Grund 
ihrer Beobachtungen zu dem SchluB, daB manche bisher nicht 


identifizierte Base, die als Goldsalz dargestellt ist, sich bei 
op WE genauer Trennung als hartnickiges Mischsalz bekannter Basen 


as Me crweisen wird, 


- Wir kénnen dem beipflichten fiir den auch von den Verfassern 


besonders hervorgehobenen Fall, daB in der zu untersuchenden 
1, ME Losung auch noch Cholin vorliegt. Dies kann offenbar mit groBer 


lt # Zihigkeit als Verunreinigung auftreten und trotz hiufiger Um- 
ab @ krystallisation immer wieder mit ausfallen, so daB sich die Analysen- 
'werte des betreffenden Goldsalzes nicht mehr iindern. Schon vor 

| lingerer Zeit haben wir zwei Chloraurate der zuerst als Bestandteil 

| yon Liebigs Fleischextrakt?) beschriebenen, als Neosin bezeichneten 
dase C,H,,0O,N, das eine aus Crango vulgaris ), das andere aus 
Petromyzon*) stammend, einer erneuten eingehenden Untersuchung 
unterzogen. Dabei konnten wir schlieBlich aus den Liésungen der 
Chloride, die vorsichtig im Vakuum eingeengt wurden, durch 

| Alkohol eine kleine Menge Betainchlorid abtrennen, in dessen 

0 @ Hiltrat Cholin als Platinat nachzuweisen war. Da nun aber die 
" @ Kohlenstoffwerte sowohl des Betaingoldsalzes (13,13°/,) wie des 


Vholinchloraurates (13,54°/,) beide um gut 2°/, tiefer liegen als 


der des Neosingoldsalzes (15,75°/,), muB entweder ein irregulires 

| Doppelsalz konstanter Zusammensetzung vorliegen, oder noch eine 
Base von hdherprozentigem C-Gehalt mit niedergeschlagen sein. 

1 & Auffallig bleibt jedenfalls, mit welcher Hiufigkeit Goldsalze der 
- @ prozentigen Zusammensetzung des Neosin- Chloraurates (C:15,75°/,) 
) @® sich aus dem varschiodonsten tierischen accel ati halen 


darstellen lassen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 5 
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Um bei der Identifizierung von Basen, die als Chloraurat, 
vorliegen, méglichst sicher zu gehen, haben wir uns schon sg¢j 
lingerem bemiht, wenn irgend méglich, die Formel durch Dar. 
stellung und Analyse anderer Salze (Chloride, Pikrate, Platinat, 
u. a.) zu sichern, was angesichts des nur zu haufigen Material. 
mangels vor allem vor Einfiihrung der Mikroanalyse 6fters nicht 
miglich gewesen ist. DaB die Reineckat-Methode Kapfhammer; 
in der Anwendung von Strack und Schwaneberg jetzt offenba 
auch einen bequemen Weg zur Abtrennung von Cholin bietet, 
diirfte sich hier gleichfalls als sehr niitzlich erweisen. 


Literatur. 
Diese Z. 245, 11 (1936). 
Fr. Kutscher, Z. Unters. Nahrgsmitt. usw. 10, 528 (1905). 
D. Ackermann u. Fr. Kutscher, Z. Unters. Nahrgsmitt. usw. 1, 
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Das Oxydations-Reduktions-Potential der Ascorbinsdure 
(Vitamin C). 
Von 


I. C. Ghosh und T. L. Rama Char. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Department of Chemistry, University of Dacca, Indien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1936.) 


Ascorbinsiiure scheint vermége ihrer hohen reduzierenden 
Kraft eins von den Systemen zu sein, die das fiir die Wechsel- 
wirkung Oxydation:Reduktion notwendige Gleichgewicht in den 
Jellen aufrecht erhalten. Die Méglichkeit als Sauerstoff-Trager 
zu dienen hingt an der thermodynamischen Reversibilitét des 
‘ystems Ascorbinsiure =: Dehydro-ascorbinsiure + 2H* + 2e. Das 
(xydations-Reduktions-Potential dieses Systems ist vielfach studiert 
worden, aber die Angaben der Autoren widersprechen sich. 
Karrer und Mitarbeiter (1933, 1934) und Laki (1933) berichten, 
daB das System thermodynamisch nicht reversibel sei, wihrend 
nach Green (1933) das beobachtete Potential im gepufferten 
System mit Ascorbinsiiure unabhingig von der Konzentration von 


(Oxydans und Reduktans ist und durch die Gleichung 
1 Ky, = + 0,375 — 0,060 p,, 


segeben wird. Andererseits haben Georgescu (1932), Borsook 
ud Keighley (1933) und Wurmser und de Loureiro (1933, 
1934) in einem begrenzten p,,-Bereich das System reversibel ge- 


junden. Nach Frutons Beobachtungen (1934) kénnen Messungen 
it Klektroden zu abweichenden Resultaten fiihren, dagegen photo- 
netrische Messungen der Farbiinderungen von Indicatoren reprodu- 
iierbare Werte fiir ein reversibles Redoxsystem liefern. Im Hin- 


blick auf diese unbefriedigenden Resultate schien eine erneute 


Untersuchung des Problems nach erprobter Methode wiinschens- 
wert. Wir benutzten die Versuchsanordnung, wie sie in diesem 


Laboratorium fiir das Studium des Redoxpotentials von Sulfhydryl- 


Verbindungen ausgearbeitet worden war (Ghosh und Mitarbeiter 
1932, 1984, 1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 
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Um zufriedenstellende Ergebnisse bei der Untersuchung yo, 
Redoxpotentialen in Systemen, die ein anormales Verhalten zeigen, 
zu bekommen, sind erfahrungsgemii8 folgende VorsichtsmaBnahmen 
zu beachten: 


1. Die Elektroden-Oberfliiche muB vollkommen von dem Jp. 
harrlich anhaftenden Sauerstoff und Oxydfilm befreit werden; das 
ist durch kathodische Reduktion in situ erreicht worden. 


2. Die oxydierenden oder reduzierenden Agentien, die da; 
Verhaltnis Oxydans:Reduktans im untersuchten System verschiebey 
sollen, diirfen fiir sich allein das Potential der Elektrode nich 
beeintiussen. Bei unserer Methode wird die oxydierte Stufe mit 
Kathoden-Wasserstoff reduziert und der Wasserstoff spiiter durch 
mehrstiindig durchgeleiteten reinen Stickstoff entfernt. 

3. Es kommt oft vor, daB die oxydierte Stufe des Systems 
unstabil ist. Ball und Chen (1933) haben eine besonder 
Technik zum Studium des Redoxpotentials solcher Systeme aus. 
gearbeitet. 

Barron und Mitarbeiter (1936) haben in ausgedehnten Unter- 
suchungen iiber- die irreversible Oxydation der Ascorbinsiiure fest- 
gestellt, daB zwischen p,, 3,0—5,0 die aerobe Oxydation durcl 
H,S riickgingig gemacht werden kann, daB aber auBerhalb dieses 
Py~Bereichs das erste Produkt der Oxydation durch molekulareu 
Sauerstofi eine irreversible Anderung eingeht. Es war daher fir 
unsere Untersuchung notwendig eine passende oxydierende Substauz 
zu finden, die schnell mit der Ascorbinsiiure reagiert, nicht die 
irreversible Zersetzung von Dehydro-ascorbinsiure begiinstigt und 
nicht ein eigenes Redoxpotential an der Elektrode anzeigt. Bromat 
erwies sich fiir diesen Zweck als sehr passendes Reagens. Dus 
normale Bromat-Bromid-Potential ist + 1,082 Volt, das ist weit 
iiber dem in irgendwelchen lebenden Geweben gefundenen. 
wurde festgestellt, daB, wenn gepufferte Lisungen von Ascorbin- 
siure bis zu 90°/, durch Bromat oxydiert, der Luft in Pyrex- 
gefaBen bis zu 3 Stunden ausgesetzt und dann durch H,S reduzier 
wurden, die Riickbildung der Ascorbinsiiure fiir alle Werte zwischer 
Py 2,9—7,5 praktisch vollkommen war. AuBerhalb dieses p,,-be- 
reichs war die Riickbildung nicht mehr vollstindig und ging be! 
Py 9,0 auf etwa 88°/, zuriick. Die Ergebnisse sind in Tab. | 
zusammengestellt. (Prozent Riickbildung ist in jedem Fall bezoge 
auf Prozent oxydierte Ascorbinsiure, die durch Reduktion mit H,5 
wieder umgewandelt war.) 
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Die Ascorbinsiiure wurde in dieser Versuchsreihe nach zwei Methoden 
bestimmt. In sauren Lésungen und bei Abwesenheit von H,S wurde gegen 
Standard-Jodatlésung titriert. In alkalischen Lésungen und bei Gegenwart 
einer H,S-Mengen wurde mit Methylenblau nach der Methode von Martin 
ud Bonsignore (1934) titriert. 1 cem der zu untersuchenden Lésung 
+5ecm 8°) ,iger Trichloressigsiiure, dazu 2 cem Alkalilésung (30 g Na-Citrat 
ud 8g Na-Bicarbonat in 200 ccm H,O enthaltend) mit Methylenblau im 


Licht und in CO,-Atmosphire titriert. 


Als Pufferlésungen wurden benutzt: 
1. Me Ilvaines Phosphat-Citronensiure-Puffer p,, 2,5—5,0. 
2. Sérensens Phosphat-Puffer p,, 5,5—1,7. 
3. Palitzschs Borat-Borax-Puffer p,;, 8.0—9,0. 


Tabelle 1. 


| Anfangskonzentration der Ascorbinsiiure = 5-10~° Mol. Temperatur 30°. 


ipo s ss 2,5 8,5 40 46 5,0 56 6,2 6,6 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 


\yv- 
ws 98 95 95 96 90 95 98 94 90 93 93 95 90 

; dation 

pia Riick- L190 100 100 100 100 100 100 99 98 98 95 90 88 


Versuchsanordnung zur Bestimmung des Redoxpotentials. 
Die Versuchsanordnung ist aus Fig. 1 zu ersehen. Gepufferte 


| Lisungen von 1-Ascorbinsiure (Light u. Co.) wurden teilweise durch 
bromat oxydiert und dann in Zelle I iibergefiihrt, ein Teil in die 





























4 Fig. 1. 
HL a Stickstoff-Einleitung. 
a B Verbindung mit der Kathode. 
LZ C Zur. Entnahme von Lésungen aus der 
— Zelle fiir Analysen. 
| D 3/,, normal Kalomel-Elektrode. 
NV. E Verbindungsrohr zwischen Anode und 
"2 Kathode. 
F Stickstoff-A bleitung. J Mit Baumwolle gefiilltes Kugelrohr. 


G Anoden-Kammer. K. Alkalische Pyrogallol-Lésung. 
H Wasserbad fiir konstante Temperatur. L Jenaer Gas-Filter. 
! Reaktionszelle—Kathodenkammer. 
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Anodenkammer G gebracht und dann fiir eine Stunde ein Stroy 
von 10 Milliampere und 220 Volt durchgeleitet, um eine "ej. 
reduktion der oxydierten Ascorbinsiure in der Kathodenkammer 
herbeizufiihren. Die Kathode, die in die Reaktionszelle eintauchte. 
war entweder polierte Platinfolie oder reines Hg, die Anode war 
ein Platingaze-ring. Jede Versuchsreihe wurde zuerst mit der 
Platin-, dann mit der Hg-Kathode ausgefihrt. Die Potentiale dey 
Elektrode, die wahrend der Elektrolyse als Kathode diente, wurden 
gegen eine 1/,,-normal-Kalomel-Elektrode D gemessen in Ab. 
stiinden von je 1 Stunde, nachdem der Strom abgestellt war. Die 
Apparatur wurde stindig mit reinem Stickstoff durchstrémt. Kon- 
stante Werte wurden im alkalischen Bereich 6 Stunden, in saurer 
Lésung 5 Stunden nach der elektrolytischen Reduktiun beobachtet, 
Die Werte waren mit + 1 Millivolt genau reproduzierbar. Fig. 2 
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zeigt die zeitlichen Verinderungen des Potentials bei verschie- 
denem p,, bis zum konstanten Wert. Fig. 3 gibt typische Kurven, 
die die zeitliche Anderung des Potentials bei gleichem p,, und 
verschiedenem Verhiltnis von Oxydans:Reduktans zeigen. Man 
ersieht aus diesen Kurven, daB sie auch bei unendlich langer Zeit 
nicht konvergieren, wie es nach der Gleichung von Green (| 
hatte der Fall sein miissen. 

Die Konzentrationen der Ascorbin- und Dehydro-Ascorbin- 
siure wurden durch Titration bestimmt, nachdem ein konstantes 
Potential erreicht war. In friheren Untersuchungen in diese 
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Strom § Laboratorium wurde beobachtet, daB Cystin in Konzentrationen 
Teil. B ton 10~* M die aerobe Oxydation der Ascorbinsiure endgiiltig 
mmer § hemmt. Wir setzten Cystin in diesen Konzentrationen zu Beginn 
uchte, % des Versuches unseren Versuchsansitzen zu, um eine Oxydation, 
e war & die durch zufalliges Kindringen von Luft verursacht werden konnte, 
t der VAN verhindern. 





le der Die Werte von E, sind aus der folgenden thermodynamischen 
urden & Gleichung errechnet: 
Ab. : snaiure] 
“ 9) —_ RT p. + R - _ [Dehydro Ascorbinsdure] 
Ne 0 F ‘Hh 7" { Ascorbinsdure | 
Kon- Die folgenden Tabellen geben die Werte des Potentials E), 
ret und K, a) bei verschiedenem Verhiltnis Oxydans: Reduktans, b) bei 
‘Atel. BF verschiedenem Pe 
Nig, 9 Ky, bezieht sich auf Normal-Wasserstoff-Elektrode. 
Potentiale mit der Platin-Elektrode. 
Anfangskonzentration der Ascorbinsiiure = 5 x 107° M. 
|  Konzentration von Cystin ....... =5x10-°M. 
| Elektrolytische Reduktion ..... . . = 10 Milliamp. fiir 1 Stunde. 
| Stromdichte. ..........+.. =1X 107? Ampere/qcm. 
pC Eee eee ee 
| Tabelle 2. 
| = dans} Pu = 7,70. 
ft _| (Oxydans , . - at ; rae tin 
wud ‘Reduktans] ; 8,110 5,300 3,100 1,560 0,783 0,464 0,242 0,123 
1H E, in Volt. . . — 065 O71 079 087 096 104 111 120 
1 E,in Volt .. . + ,370 ,369 368 ,369 ,369 ,368  .369 ,369 
— Mittelwert: E, = + 0,369. 
—_—_ Tabelle 3. 
\xydans 
i toon 4,120 2,420 1,730 0,708 0,464 0,242 0,108 
, | ‘Reduktans] 
hie- HP E, in Volt... — 049 055 060 072 077 086 —_,096 
ren, ME, in Volt . . . + 371 872 871 ,870 ,871 870  ,371 
und Mittelwert: E, = + 0,371. 
fan 
/oit Tabelle 4. 
(| —_— Po = 6,59. 
Oxydans Sie won mas . 
Siracons I 200 2,420 1,730 0,783 0,414 0,242 0,108 
Reduktans] loti ; e 
in- ME, in Volt . . . + ,004 — ,010 016 025 033 ,040 051 
tes E, in Volt . . . + ,371 372 370 371 371 371 371 


ell Mittelwert: E, = + 0,871. 
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Tabelle 5. 


(Oxydans] :' ' 
rio dsesined I 6,450 2,730 1,560 0,783 0,464 0,281 0.193 
[Reduktans] ’ : is “ 
En in Volt . . . + ,034 023 017 ,008 000 — ,007 O17 
E, in Volt . . . + ,370 370 371 371 3870 ,369 30 
Mittelwert: E, = + 0,370. 


Tabelle 6. 


Pr = 5,50. 


eee 4,120 2,280 1,000 0,745 0,464 0,224 
‘ 2,3 ; ‘ 7 0,093 
ag (Reduktans] ‘ : ied =, es 
En in Volt . . . + ,058 051 041 ,036 ,030 021 009 
KE, in Volt .. . + ,370 370 371 370 370 370 310 
Mittelwert: E, = + 0,370. 
Tabelle 7. 
Pr = 4.00. 
[Oxydans] 
LUXy J i , : 
: 8,110 6,450 3,820 2,280 1,280 0,414 O14 
(Reduktans | , . : ‘ 


) E, in Volt . . . + ,157 51538 147 140 = 133 118 108 
' E, in Volt . . . + ,370 369 370 369 370 5369 369 
Mittelwert: E, = + 0,369. 

Tabelle 8. 


Pu = 2.50. 


[Oxydans] . ae | 
y . a fees 7,630 9,300 3,550 1.280 0.673 0.366 0.123 
(Reduktans] , - 701 366 
En in Volt . + ,244 ,240 ;230 222 214 5205 192 
E, in Volt ... + ,368 368 369 369 5369 368 369 


Mittelwert: E, = + 0,569. 
Die folgende Tab. 9 gibt die Mittelwerte von E, bei verschiedenem py. 
Tabelle 9. 


Sere eer 7,70 7,30 6,55 6,00 5,50 4,00 2,50 
KB...» + 869 371 oT 370 370 ,369 369 
Mittelwert: E, = + 0,570. 


Potentiale ohne Cystin. Bedingungen wie oben. 
Tabelle 10. 


Dur me 6,55. 


[Oxydans] . 
—— = 7,200 2,420 1,730 0,783 0,414 0,24 
[Reduktans , , 

En in Volt. ...... + ,008 — ,002 005 O11 ,016 020) 
min Voth... s iw e BS 5380 381 385 5388 391 


Mittelwert: E, = + 0,385. 


Das 
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Potentiale mit der Hg-Elektrode. ‘a 


Anfangskonzentrationen wie zuvor. 
Elektrolytische Reduktion . . . = 10 Milliamp. fiir 1 Stunde. 


().199 3 
123 Stromdichte . . = 8,53 x 10~* Ampere/qem. 
O17 TOUR wt lw me a. 
70 
Tabelle 11. 
Pu = 7,70. 
Oxydans | aaa) ate " vena 
J . 1,630 5,300 2,950 1,480 0,745 0,414 0,242 0,123 
Reduktans | 
. E, in Volt... 66 070 O77 ,085 (094 ,102 4,110 ,120 
£093 ‘ ° Y Or on Or gor ore 3 hed an 
"HE, in Volt . . . + ,370 870 ,871 872 ,372 871 370 ,869 
Jf (j9 . . ~ 
Mittelwert: E, = + 0,371. 
Tabelle 12. 
PH = 7,50. 
Oxyaone] 1120 2420 1,730 0,708 0,464 0,242 0,10 
Sates. | 4,12 2,42 730 ~ 46 242 0,108 
Reduktans | r" - F 
0.171 Me Ex in Volt . . . — ,050 055 ,060 073 078 086 097 
108 E, in Volt . . . + ,370 372 371 369 370 370 370 
36 Mittelwert: E, = + 0,370. 
Tabelle 13. 
; Pu = 6,50. 
Oxydans | , iia 
— ; 7,200 2,420 1,780 0,783 0,414 0,242 0,108 
0.193 Reduktans | | 
: E, in Volt . . . + ,004 — ,O011 016 025 ,032 ,040 051 
AY. E, in Volt . .. + ,871 37 5370 371 372 371 371 
3h 


Mittelwert: E, = + 0,571. 


M Py Tabelle 14. 
Pu = 6,00. 


Oxydans)} 2 7 m 
etn : 6,450 2,730 1,560 0,783 0,464 0,281 0,123 


5 () Reduktans] 
2K KE, in Volt . . . + ,033 5024 O17 ,008 000 — ,007 ,018 
E, in Volt .. . + ,369 371 my 371 370 ,369 369 


Mittelwert: E, = + 0,570. 


Tabelle 15. 
PH = 5,50. 


Oxydans| | bee 
toe sit. 6.450 2,420 1,880 0,952 0,547 0,242 0,123 


242 : Reduktans] 
4) EK, in Volt . . . + .065 052 047 040 032 022 UIs 
Ein Volt. .. + 871 371 369 371 370 370 370 


Mittelwert: E, = + 0,370. 
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Tabelle 16. 


Pu a 4,00. 
[Oxydans) 7.200 5.300 3.820 1.730 0.820 
(Reduktans] ‘ maces wie 
E, in Volt... + ,160 155 150 139 180 


E, in Volt ... + ,874 ,878 ,378 ,872 ,878 
Mittelwert: E, = + 0,373. 


Tabelle 17. 
Pu ss 2,50. 
[Oxydans} 8.110 5.830 3.820 1.000 0.464 
[Reduktans] ; 7 aa ‘ 
En in Volt . . . + ,248 244 5239 222 213 
E, in Volt... + ,871 871 872 ,872 ,878 
Mittelwert: E, = + 0,372. 


0,464 


123 
373 


0,224 
204 


373 


0,093 
10] 


372 


0,108 
194 


Die folgende Tab. 18 gibt die Mittelwerte von E, bei verschiedenem p,. 


Tabelle 18. 


Rts 6 Ke 7,70 7,30 6,55 6,00 5,50 
ine %-+ oo. ee 370 37] 370 370 
Mittelwert: E, = + 0,371. 


Potentiale ohne Cystin. 


Bedingungen wie oben. 


Tabelle 19. 


fOxydans| 

= a oy SE 7,200 2,420 1,730 0,78: 
(Reduktans] ' . si acs 
En in Volt .... + ,009 — ,002 5005 011 
Kin Volt .... + 876 380 381 385 


Mittelwert: E, = + 0,384. 


4,00 
373 


0,414 
015 
389 


2,50 


372 


0,242 
O19 


392 


Nach obigen Tabellen gibt das System Ascorbinsiure : Dehydro- 
Ascorbinsiure thermodynamisch-reversible Potentiale zwischen 
Pp 2,00—7,70 mit polierten Platin- und Quecksilberelektroden. 
Die Werte von E, sind + 0,370 fiir die Platin- und + 0,371 


fiir die Quecksilbereiektrode, was praktisch gleich ist. 


Tab. 10 


und 19, die die Potentiale ohne Cystin wiedergeben, zeigen, dab 
selbst in diesem Fall die Werte von E, mebr oder weniger iiber- 
einstimmen; bei Gegenwart von Spuren von Cystin sind die Werte 
aber noch genauer. 
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Zusammenfassung. 


1. Die anaerobe Oxydation der Ascorbinsiure ist zwischen 


ip, 2,00—7,50 unter gewissen Umstainden mit H,S reversibel. 


2. Die Potentiale der Ascorbinséure werden bei Verwendung 
yon polierten Platin- oder Quecksilber-Elektroden zwischen p,, 2,50 
und 7,70 durch die thermodynamische Gleichung (2) dargestellt; 


lie Werte von BE, sind +0,370 fir Platin und +0,371 fir 
Quecksilber. 


Schrifttum. 


iKarrer, Schwarzenbach u. Schépp, Helvet. chim. Acta 16, 802 (19383). 


Karrer u. Schwarzenbach, Helvet. chim. Acta 17, 58 (1934). 


iLaki, Diese Z. 217, 54 (1933). 

‘Green, Biochemic. J. 27, 1044 (1933). 

Georgescu, J. Chim. physique 29, 217 (1932). 

‘Borsook u. Keighley, Proc. nat. Acad. Sci. U.S.A. 19, 875 (1933). 
Wurmser u. de Loureiro, C. r. Soc. Biol. 113, 543 (1938). 
‘Wurmser u. de Loureiro, J. Chim. physique 31, 419 (1934). 
i(Fruton, J. of Biol. Chem. 105, 79 (1934). 


Ghosh, Raychaudhuri u. Ganguli, J. Ind. Chem. Soc. 9, 43, 53 (1932). 


Ghosh u. Ganguli, Biochemic. J. 28, 381 (1984). 


Ghosh u. Ganguli, Biochem. Z. 279, 296 (1985). 
Ball u. Chen, J. of Biol. Chem. 102, 691 (1933). 


‘Barron, De Meio u. Klemperer, J. of Biol. Chem. 112, 625 (1936). 
‘Martin u. Bonsignore, Boll. Soc. Biol. sper. 9, 388 (1934). 


































eeadictneiineedt dee anne 


mam 


124 


Uber das Vorkommen der Furandicarbonsaure-(2, 5) 
(= Dehydroschleimsaiure) im Harn”). 


Von 


Bonifaz Flaschentriiger und Karl Bernhard. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1937.) 


Nach Aufnahme von Kokosfett im Selbstversuch [Versuch 14}) 
entfernten wir auf der Suche nach Dicarbonsiuren aus den 
itherischen Auszug des sauer eingedampften Menschenharns di 
wasserléslichen Anteile und die Hauptmenge der Hippursiiure, 
Wir fanden damals, also schon vor 2 Jahren, zwar keine Kort. 
siure wie beim analogen Versuch am Hund [Versuch 123)], aber 
einige derbe Krystalle, die bis 240° nicht schmolzen und im 
Réhrchen rickstandsfrei sublimierten. Dieselben Krystalle be. 
gegneten uns wieder bei einem Selbstversuch mit Korksiiure 
[Versuch 46%)]. Wir kochten hier das itherlésliche Gemenge mit 
wenig Wasser aus und engien diese Lisung stufenweise ein. Dabei 
fielen zunichst Korksiure, Hippursiure und schlieBlich eine Frak- 
tion aus, die neben Korksiiure und etwas Oxalsaiure wieder die 
bei hoher Temperatur sublimierenden Krystalle enthielt. Wr 
krystallisierten sie aus sehr verdiinnter Salzsiiure um und erhielten 
nach Sublimation analysenreine Furandicarbonsiure-(2,5). Die 
isomere Furandicarbonsiure-(2,4) ist durch ihren Schmelzpunkt be 
266° scharf von der 2,5-Siiure zu unterscheiden, die im Hoch. 
vakuum erst bei etwa 270°, sonst bei 320° ohne zu schmelzet. 
sublimiert. Die Siure war bereits Anfang 1936 als solche iden- 
tifiziert und konnte daher in dem Vortrag schon erwahnt werdeu. 


*) Inhalt vorgetragen am 27. 6. 36 in Ziirich. 10. Tagung Verhandi. 
Freien Vereinig. Schweizer Physiol., S. 15 und am 1.9. 36 in Gieben, 
Tag. Dtsch. Physiol. Ber. Physiol. 96, 654 (1937); Klin. Wschr. 15, 151! 
(1936). 

'!) B. Flaschentriger u. K. Bernhard, Diese Z. 258, 221 (1939). 

*) K. Bernhard u. M. Andreae, Diese Z. 245, 103 (1937). 
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Die Furandicarbonsiure-(2,5) oder Furan-e,«’-dicarbonsaure, 
‘auch Dehydroschleimsiure, besser Dehydrato-Schleimsaure be- 
eichnet, wurde 1876 von Fittig*) entdeckt, von R. Heinzel- 
mann‘) beschrieben. P. A. Yoder und B. Tollens®) haben die 
‘Siure durch Erhitzen von Schleimsiure mit konzentrierter Schwefel- 
siure gut zuginglich gemacht. Nach diesen Angaben stellten 
wir uns eine gréBere Menge her und fanden sie beziiglich Analyse, 


Sublimation, Titration, Léslichkeit, Salze, Dimethylester mit der 
hunsrigen vollig identisch. Eine Reihe naher verwandter Furan- 
fverbindungen wurden im Laboratorium von Tomita®) auf ihr 
‘'Verhalten im Tier untersucht. R. Kuhn“) berichtete kiirzlich, 
® jab 5-Methylfurancarbonsiure-2 vom Kaninchen durch Methyl- 
oxydation in Furandicarbonsiure-(2,5) iibergefiihrt wird. 


Im Harn von Menschen, die nicht eine vermutliche Vorstufe 


Feiens erhalten hatten, haben wir die Furandicarbonsiure zum 


erstenmal festgestellt. Mancherlei Quellen kénnen fiir ihre biolo- 
gische Herkunft erwogen werden. Im Harn von Hunden beob- 
achteten wir unter den gleichen Verhiltnissen die Furandicarbon- 
siure nie, auch als wir in letzter Zeit besonders darauf achteten. 
Zunichst bestatigten wir in besonderen Versuchen am Menschen 
(K.B. und B. F.), die ihre gewohnte gemischte Kost zu sich 
nahmen, daB die Furandicarbonsiiure im normalen Menschenharn 
vorkommt und jedesmal gefunden werden kann (Versuche 74, 76 
und 78). Wir fanden sie weiter in 2 Proben Mischharn von 
Studenten und im Harn einer Schwangeren. Kohlenhydrate 
scheinen die Ausbeute an Furandicarbonsiéure nicht zu erhdéhen, 
denn nach Aufnahme von 350 g Ovomaltine (= etwa 70 °/, K.H.) 
war ihre Menge im Harn nicht vermehrt. In Tab. I haben wir 
die hier erwihnten Versuche zusammengestellt. Die Ausbeuten 
an Furandisiure schwanken zwischen 1,7—-4,9 mg pro Tag. Die 


‘Werte sind Minimalwerte, da wir das Isolier- und Bestimmungs- 
| verfahren noch laufend etwas inderten und verbesserten. Zuniichst 


machten wir uns den Kinwand, die Saiure kénnte sich beim Zer- 


| storen der rohen Hippursiure durch Kochen mit 25°/, iger Schwefel- 
siure bilden. Das ist aber nicht der Fall, denn in Versuch 83 
unterlieBen wir diese Behandlung und arbeiteten nur in schwach 


*) Ber. chem. Ges. 9, 1198 (1876). 

*) Liebigs Ann. 193, 184 (1878). 

) Ber. chem. Ges. 34, 3446 (1901); Beilstein 18, S, 329, 4. Aufl. 

*) Junji Karashima, Diese Z. 169, 278 (1927). 

‘) Z. angew. Chem. 29, 928 (1936). Vortrag am 12. 11. 1936 in Hochst. 
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i) Pestimmungsverftahren noch unvollkommen. 
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HCl-sauren Lésungen. Trotzdem fanden wir auch hier die Furan- 
jisiure. Wir glauben daher, daB die Saéure in jedem Menschen- 
harn zu finden sein wird. Allerdings sollten noch viel mehr 
Harnproben untersucht werden. 

Bevor wir an die weitere systematische Bearbeitung iiber die 
Herkunft der Furandicarbonsiure gingen, haben wir ein Bestim- 
mungsverfahren ausgearbeitet. Unter Beriicksichtigung ihrer Lés- 
lichkeit in Ather, Bestiindigkeit gegen starke Schwefelsiiure und 
Schwerléslichkeit in Wasser, gelang es uns, auch kleine Mengen 
wn Furandicarbonsiure neben einer Reihe von Begleitstoffen, ins- 
besondere von Hippursiure, nahezu quantitativ zu bestimmen. In 
fab. IL stellen wir einige Testversuche zusammen. Es scheint, 
daB die einzelnen Versuchspersonen verschiedene Mengen von 
Furandicarbonsiure ausscheiden, der eine mehr, der andere 
weniger. Da der Ursprung der Siiure noch unbekannt ist, kann 
Endgiiltiges dariiber noch nicht ausgesagt werden. 


Tabelle II. 


Bestimmung von Furandicarbonsiiure-(2,5). 
b] 










*) pro Liter Harn. 














4 - Wiedergefund 

& 4 ° we . 

t Kingesetste Furandisiiure — Bemerkungen, 

° ie reg Ree Aquiv.-} ; owe 

é Hippur- | Furan- Gesamt- a je 1 Stunde Erhitzen 

= @™ siure | disiure | menge | mg 7. ; mit 

g mg | mg m¢e 

é 101,5 | 101,5 | 95 94 78,3 30 cem 25°/,iger H,SO, 
a (1:300) u. auskrystal- 
‘ lisieren lassen 

< 151,2 36,7 187,9 4 92,6 79,61 | 4cem 25°%/,iger H,SO, 
c und °/, Stdn. W.D.*) 
6, 180—200° 

s 131,8 14,1 145,9 11 78 80,33 | 3cem 50°/,iger H,SO, 
9 und */, Stdn. W.D. 
é 14,3 10,0 | 164,3 8,6 86 82,5 2cem 50 °/,iger H,SO, 
» und °/, Stdn. W.D. 
2B i665 5,9 | 172,4 | 6,0 | 100 83,8 | Wie oben 

Y A? Q « ot A . ° 

+ 158,8 23,1 176,9 | 20,2 | 87,44 Wie oben 

Me 150,2 22,3 | 172,5 | 21,5 | 96,4 Wie oben 

2H 91 12,5 | 1416 | 1231) 98,3 Wie oben 

M 138,6 10,3 | 148,9 9,3 | 90,2 Wie oben 

” ~ . 

: 154,8 19,4 173,7 | 17,4 | 89,7 Wie oben 


*) Wasserdamp fdestillation. 


Wir haben damit begonnen, das Verhalten der Furandicarbon- 
suuire-(2,5) und seiner nachsten Vorstufen bei Tier und Mensch 
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zu untersuchen. Die Furandicarbonsiure-(2,5) ist, pharmakologisc}, 
an Frosch, Maus, Kaninchen gepriift, unwirksam. Ihre Na-Saly. Migus } 
lésungen sind in Kulturversuchen nicht baktericid. ersten 


Wir hoften bald etwas iiber die Herkunft der Furandicarhop. Brye 


Wass 
siure-(2,5) berichten zu kénnen. Hippt 
Jauge 
schmc 
yakuu 
0,945, 
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Versuchsteil. 


Isolierung der Furandicarbonsaure-(2,5) aus Harn. 5—10 Lite 
Harn werden nach Filtrieren iiber Kieselgur mit Salzsiure kongosauer ge. 
macht, im Vakuum eingeengt und auf 500—1000 cem gebracht. Der Riick. 
stand wird mit je 500—1000 cem Ather Smal auf der Schiittelmaschine‘ 
je 3—4 Stunden geschiittelt. Dabei auftretende Emulsionen werden nit 
wenig Alkohol entmischt. Die iitherischen Ausziige wiischt man mit wenig Mpliebe 
Wasser (50 cem) und dunstet sie ohne vorheriges Trocknen ein. Es bleibt Hpicht 
ein tiefbrauner éliger Riickstand. Dieser wurde zur Spaltung von Hippur- Bgiure. 
siure und Entfernung von Benzoesiure in den Versuchen 74—79 mit 100 com HR eyblin 
25°/,iger Schwefelsiure 1 Stunde erhitzt und 2 Stunden mit Wasserdampf Mi Rest 
destilliert. Hierauf zog man den kalten wiSrigen Riickstand zunichst 3 mal Hgchne 
im Scheidetrichter, dann noch 4mal auf der Maschine mit je etwa 300 cem 
Ather aus. Der Atheraussag wird wieder eingedunstet und sein Riickstand 
mit 70—300, im Mittel 200 cem Wasser ausgekocht. Dabei bleibt ein braunes 
Ol ungelést. Nach Abkiihlen der Dekokte fallen Krystalle von Hippursiiure 
aus. Dampft man das Filtrat in Stufen ein, so fallen nacheinander bei 100, 
50 und 20 cem meist Hippur- und Benzoesiiure krystallisiert an. Erst bein 


sich @ 
gesch 







Einengen von 10 auf 5cem erhilt man braune Krystalle, die zum Teil iiber such | 
250° schmelzen und rohe Furandicarbonsiiure darstellen. Diese kann ma e°”" “© 
in Ammoniak lésen und mit etwas Tierkohle filtrieren, so daB die meist krysta 
tief braune verdiinnte Lésung hellgelb wird. Nach Ansiuern mit konzentrierter _ 
Salzsiiure fallen jetzt hellbraune Rohkrystalle aus. ul 

Weitere Versuche das Gemisch von Furandicarbonsiure und Hippur CsH 


siure durch Umkrystallisieren aus Wasser und anderen Lésungsmitteln 
trennen, fiihrten nicht zu einem befriedigenden Ergebnis. Daher wurde al 
folgendes Trennungsverfahren im Testversuch ausgearbeitet: In einem 150 ccm HH)... 5; 
fassenden Schliffkolben mit Kinleitungsrohr im Stopfen und angeblasenem J), 
absteigendem Kiihler wird rohe Dicarbonsiiure oder ein Gemisch von reine Ry... ., 
Hippursiure und Furandicarbonsiure mit 2 ccm 50°/,iger Schwefelsidure in ® ,,.).,., 
Olbad bei 120—125° je 1 Stunde erhitzt. Hierauf leitet man °/, Stunde: 
iiberhitzten Wasserdampf von 180—200° zur Vertreibung der Benzoesiiur 

ein. Im Destillat kann die Benzoesiure mit alkoholischer Lauge und Phenol & I 
phthalein titriert und dann die Hippursiiure berechnet werden. Die schwefe! @ .,, » 
saure wiibrige Lésung wird im Vakuum auf 3—4 cem eingeengt und einig? H),,..,., 
Stunden oder tiber Nacht im Kiihlschrank stehen gelassen. Die ausgefallene) MH, , R 
meist farblosen Krystalle von Furandicarbonsiiure saugt man auf eintl H.,.. o 
Glasnagelfilter ab, wiischt schwefelsiurefrei, trocknet bei 100° im Vakuu" @.,... 
und wiigt. Vgl. Tabelle I und II. 


‘ 
« 


*’) B. Flaschentrager u. Paul Faber, Chem. Fabrik 8, 272 (1935) BBS. 269 
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Einzelne Versuche zur Isolierung von Furandicarbonsaure-(2, 5) 
gus Menschenharn (Tab. I). — ad Versuch 14: Hier erhielten wir zum 
erstenmal aus 5 cem wiBrigem Endextrakt im Eisschrank 291 mg graubrauner 
Krystalle, deren Schmelzpunkt sich von 117—173° hinzog. Sie wurden aus 
Wasser mit Tierkohle umkrystallisiert. Dabei fielen 192 mg nahezu reiner 
Hippursiiure, Schmelzp. 180—184°, an. Beim Stehen der eingeengten Mutter- 
lauge schieden sich 9 mg braune Krystalle aus, die bis 240° erhitzt, nicht 
schmolzen. Sie wurden im Kupferblock bei 270° eingesetzt und im Hoch- 
yakuum vorsichtig bei 298—328° sublimiert. — 0,76, 3,348 mg verbrauchten 
0,948, 4,151 cem 0,01 n-NaOH. Aquiv.-Gew. Gef. 80,11, 80,64. — Der Rest 
der Krystalle wurde mit dem des folgenden Versuchs vereint. 

ad Versuch 46. Aus 5 cem eingeengter wiBriger Phase schieden 
sich 305 mg gelber pulveriger Krystalle aus, die bis 225° noch nicht ganz 
geschmolzen waren. Sie wurden mit 10 ccm Essigester ausgekocht. 17 mg 
blieben dabei ungelést. Sie sinterten bei 157° etwas, schmolzen aber bis 255° 
nicht ganz. Im Essigester fanden sich Korksiiure und etwa 12 mg Oxal- 
siure. Die 17 mg _ krystallisierten wir aus verdiinnter Salzsiiure um und 
sublimierten die daraus erhaltenen gelben Krystalle gemeinsam mit dem 
Rest von Versuch 14 im Hochvakuum von 220° an bei 270—300° zu einem 
schneeweiBen Sublimat, dessen Analyse folgendes ergab: 


2,410 mg Subst.: 4,105 mg CO,, 0,570 mg H,O. 
C,H,O, (156,02), Ber. C 46,14 H 2,58 
Gef. ,, 46,45 y 2,65. 


Veresterung. 14,3 mg des Sublimates werden analog wie in Ver- 
sich 74 mit Diazomethan verestert. Nach Abdestillieren des Athers blieb 
ein schwach gelblicher krystallinischer Riickstand. Aus Methylalkohol um- 
krystallisiert erhielten wir 3,4 mg mit Schmelzp. 111—111,5°, Mischschmelz- 
punkt mit synthetischem Dimethylester der Furandicarbonsiure-(2,5) 111 bis 


112°, — 2,687 mg Diester gaben 5,16 mg CQ,, 1,15 mg H,0. 


C,H,0, (184,06) Ber. C 52,16 H4,38 Gef. C 52,37 H 4,8. 


ad Versuch 74. Beim Einengen des wibrigen Dekoktes von 10 auf 
deem bilden sich 59,2 mg graugelber Krystalle mit Aquiv.-Gew. 84,96, die 


tbis 250° nicht schmelzen. 71 mg werden in Ammoniak gelést, mit 'Tier- 


kohle entfirbt und mit Salzsiure gefiillt. Gewonnen werden 35 mg weiBer 
Krystalle. 4,432 und 4,508 mg iiber P,O, zur Konstanz getrockneter Substanz 


fgaben 7,48 und 7,60 mg CO,, 1,12 und 1,13 mg H,0O. 


Gef. C 46,03, 45,97 H 2,83, 2,80. 


Dimethylester. Etwa 24 mg werden mit 1 ccm absolutem Methanol 


und 2cem iitherischer Diazomethanlésung*) tibergossen. Unter starkem Auf- 
brausen lésen sich die Krystalle in wenigen Sekunden. Die Lisung bleibt 
3—4 Stunden im Kiihlschrank stehen. Nach Eindampfen wird der Riickstand 


vom Schmelzp. 103—106° in Methanol gelést und mit Wasser gefillt: 14 mg 


vleiner farbloser Nadeln mit Schmelzp. 109,5—110°. Mischschmelzpunkt mit 


’. Gattermann u. Wieland, Praxis organ. Chem. 24. Aufl, 
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synthetischem analysenreinen Dimethylester der Furandicarbonsiure-(2; 
109,5—110° gab keine Depression. 


5,075 mg Subst.: 9,69 mg CO,. 1,95 mg H,0. 
Gef. C 52,07 H 4,29. 


ad Versuch 75. Einengen von 15 Litern Mischharn auf 1200 cep, 
10malige Extraktion mit je 1 Liter Ather je 3 Stunden auf der Maschine 
2 Stunden langes Erhitzen des Atherriickstandes mit 25 *foiger Schwefelsiur 
im Wasserdampfstrom. Sonstige Aufarbeitung wie eingangs beschriebey, 
Beim Einengen des Dekoktes von 20 auf 5 cem schieden sich keine Krystalk 
aus. Erst beim Stehen der vdllig eingeengten Endlauge bildeten sich all 
miihlich Krystalle aus. 3,4 g des feuchten Riickstandes trennten wir durc 
scharfes Absaugen auf einer Glasnutsche und Waschen mit wenig eiskalten 
Wasser. Zuriick blieben 242 mg einer klebrigen gelbbraunen Masse. Etwa 
65°/, davon erwiesen sich nach Umkrystallisieren aus Wasser mit Tierkohk 
als Hippursiure. 30mg, die durch Sublimation und Umlésen als Ammonszl; 
vorgereinigt waren, erhitzten wir mit 1,5 ccm 50°/,iger Schwefelsiure uni 
bliesen die Benzoesiiure mit Wasserdampf von 180—200° 1 Stunde lang 4b, 
Gefunden wurden 90,2 mg Hippursiiure und 4 mg analysenreine Furap. 
dicarbonsiiure (Gef. C 46,13 H 2,79). 


ad Versuch 76. Einengen von 11,4 Litern Harn auf 700 cem. E 
traktion mit 2+1+1+2+2+1=9 Liter Ather. Zersetzung des Auszuges 
mit 25°/,iger Schwefelsiiure, 2 Stunden mit Wasserdampf. Weitere Av. 
arbeitung wie beschrieben. Beim Einengen des Dekoktes von 15 auf 5 cen 
wurden 0,437 g Rohprodukt erhalten, die nach Umkrystallisieren aus Wasser 
und Behandeln mit Aceton, Alkohol, Essigester im ganzen 69 mg analysen 
reiner Furandicarbonsiiure gaben. Die Zersetzung mit 50°/,iger Schwefel 
siure zeigte, daB die Rohkrystalle ein Gemisch von Hippar- und Fura: 
dicarbonsiiure waren. Gef. C 46,28 H 2,68. 


ad Versuch 77. 13 Liter Schwangerenharn wurden auf 1000 ccm ein: 
geengt und mit 1+2+1+2+1+1=8 Liter Ather auf der Maschine aus 
geschiittelt, 2 Stunden wurde der Atherauszug mit 100cem 25 °/,:iger Schwefe! 
siure und Wasserdampf erhitzt. Beim weiteren Aufarbeiten schieden sic| 
beim Einengen des wiBrigen Dekoktes von 20 auf 5 cem 73,5 mg iiber 250 
schmelzender Rohkrystalle aus. Die quantitative Bestimmung der Furan- 
dicarbonsiiure durch Erhitzen mit 2 ccm 50°/,iger Schwefelsiiure erga) 
neben 10,4 mg Hippursiiure 35,5 mg analysenreiner Furandicarbonsiiure. 


ad Versuch 78. Beim Einengen des Dekoktes von 20 auf 7 ccm 
bekamen wir 94 mg Rohkrystalle. Die Zersetzung von 47 mg mit 2 ccm 
50°/, iger Schwefelsiure gab eine Ausbeute von 18,9 mg analysenreinet 
Furandicarbonsiure neben 24,3 mg Hippursiiure. 

ad Versuch 79. Ovomaltineversuch. In 4 Tagen wurden vol 
B.F. 70 + 90 + 90 + 100 = 350 g Ovomaltine in wenig Milch aufgenommet 
— QOvomaltine besteht nach einer Analyse der Firma Wander Bern, vi 
14,2°/, EiweiB, 62,8°/, léslichen Kohlenhydraten (Maltose), 7,8°/, Dextri, 
8,2°/, Fett, 3,7°/, Asche, 1,18°/, organischen P (P,O,) und 2,12°/, Wasser 
100 g entwickeln 425 Kal. — Den 8 Tage lang gesammelten Harn engtel 
wir auf 700 ccm ein und zogen ihn 8mal mit im ganzen 10 Liter Ather au! 
der Maschine aus. Die Ather-Extrakte wurden mit Wasser gewaschen, eit’ 
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Svedunstet und mit 100 cem 25°/,iger Schwefelsiure und Wasserdampf erhitzt. 
Die wie sonst gewonnenen wiBrigen Ausziige gaben beim Einengen von 
p) auf 3cem 44,4 mg eines gelben Pulvers, das bei 250° nicht schmolz. 
Murch Erhitzen mit 2 eem 50°/,iger Schw efelsiiure erhielten wir aus 44,4 mg 
Rohprodukt 22,8 mg Hippursiure und 13,4 mg analysenreiner Furan- 
dicarbonsiure (Gef. C 46,02 H 62,65). 

| ad Versuch 83. 30 Liter Mischharn von Studenten engten wir bei 
jackmussaurer Reaktion in 3 Anteilen 4 10 Liter im Vakuum ein. Die ver- 
pinigten Konzentrate = 2275 cem machten wir mit Salzsiiure eben kongo- 
sauer, schiittelten 8 mal mit je 2—2,5 Liter Ather je 4 Stunden, im ganzen 
mit 17 Liter Ather auf der Maschine aus. Die Atherausziige w yusehen wir 
mit wenig Wasser und dunsteten sie ein. Die vereinigten Riickstinde 
kochten wir mit 300 cem Wasser aus und engten das Dekokt auf 200, 100 
nd 10 cem ein. Dabei schieden sich in der Kilte ab: 4,08, 3,76, 2,35, 1,67, 
m ganzen 10,7 g Hippursiiure. Das Erhitzen mit 25 °/,iger Schwefelsiure 
und die Wasserdampfdestillation fielen in diesem Versuch weg. Die letzte 
Fraktion aus 10 cem (1,67 g) schmolz zwischen 187 und 228°; Sie wurde 
yunichst durch Destillation einer Probe von 205,8 mg mit starker Schwefel- 
siure auf Vorhandensein von Furandicarbonsiure gepriift. Die Haupt- 
menge davon bestand aus Hippursiure. Etwa 10 mg konnten als Furan- 
dicarbonsiure sicher erkannt werden. Die Hauptmenge obiger Fraktion 
won 219mg wurde ohne Siurevorbehandlung aus Wasser mit 1 Tropfen 
Salzsiure (1:46) und Tierkohle umkrystallisiert. Dabei gewannen wir 
“47 mg reine Hippursiure und 12 mg analysenreiner Furandicarbonsdure. 


Gef. C 46,48 H 2,85 Aquiv.-Gew. 80,4. 
Auch ohne Erhitzen mit 25°/,iger Schwefelsiiure wird also Furan- 
! Micarbonsiure erhalten. 


, Loslichkeit der Furandicarbonsaure-(2,5) in Wasser. Bei 80° 
:30,6, bei 20° 1:298, bei 0° 1:343; in 50 */iger Schwefelsiure: 





petwa 1:2730. 109,4mg werden mit 12 ccm Siiure im siedenden W.B. 
2 Stunden am RiickfluB gekocht. Es lést sich nicht alles. Uber Nacht 
fallen bei 12° 105 mg weiBer Krystalle = 96 °/). 


Pharmakologische Priifung (bearbeitet von Herrn Dr. Genuit, 


‘Pharmakol. Institut Miinster). 2—4°/,ige wiBrige Liésungen wirken nicht 
fhautreizend und nicht himolytisch auf 0,5—2°/,ige Suspensionen von 


‘aninchenblutkérperchen. Fische zeigen in Lésungen 1: 1000 innerhalb 


48 Stunden keine Stérungen. An der Maus wirken 1,3 g pro Kilogramm, 
Hotraperitoneal in 4 °/,iger Lésung injiziert, am Anfang etwas erregend, 
wohl durch die groBe Menge der nicht ganz neutralisierten Liésung. Keine 
wesorptive Wirkung. Am isolierten Froschherz mindern Lésungen von 
p99 “> die Kontraktionshéhe. Lésungen von 0,7°/, stellen das Herz in 
Diastole still. Die Wirkung verschwindet beim Auswaschen des Herzens. 
‘Am Durchstrémungspriparat des Frosches sind 1 cem einer 1°/,igen Lésung 
pohue Wirkung. Am Froschnerven wirkten weder 0,5 noch 1°/,ige Lésungen 
22 20 Stunden lihmend. Blutdruckversuche an Katzen und Kaninchen 
rgaben bei Injektion von 1g voriibergehend einen Anstieg bis maximal 
p-U mm, was zum Teil bedingt ist durch die saure oder alkalische Reaktion 
flaw. die groBe Flissigkeitsmenge von 20—15 cem. 


E rgebnis: Furandicarbonsiure ist pharmakologisch unwirksam. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 10 
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Bakteriologische Priifung (bearbeitet von Herrn Prof. Dr. L. Rieie 
miiller, veter.-path. Inst. Univ. Ziirich). 3 Aerobier (Streptococcus ap, 


lactiae = Gelb-Galt-Erreger; Bact. coli., Bact. cuniculisepticum = Erregg 


der Kaninchenseptikiimie) wurden auf ihr Wachstum in einer iibliche, 
Bouillon-Kultur mit Zusatz von Furandicarbonsiure-(2,5) gepriift. 
Bouillon (= Fleischwasser + 1°/, Pepton + 0,5 °/, Kochsalz) wurden 0,35’ 
Furandicarbonsiure unter Neutralisieren mit 10 °/,iger NaOH auf p, 1% 
gegeben und mit Ausgangsbouillon von py 7,4 eine Verdiinnungsreihe yj 


0,005, 0,01, 0,021, 0,043, 0,087, 0,175 und 0,35 °/, Furandicarbonsiure he. 
gestellt. Sterilisation in strémendem Dampf */, Stunden lang. Bouilly 
blieb klar. Im Vergleich zu Kontrollen wuchsen die Kulturen in alla 
Roéhrehen innerhalb 24 und 48 Stunden gut. 


Ergebnis: Furandicarbonsaures-(2,5)-Natrium wirkt bei py 7,4 nici 


baktericid. 
Zusammenfassung. 

1. Furandicarbonsiéure-(2,5) wird in Mengen von 3—5 m 
pro Tag in jedem bis jetzt untersuchten Menschenharn gefunda 

2. Kohlenhydratreiche (Ovomaltine) und fettreiche (Kokosfeti 
Nahrungen zu gemischter Kost, veriindern die Furandicarbor- 
siiure-Menge im Menschenharn nicht. 

3. Im Harn von Hunden, die mit Reis und Fleisch gefiitter 
werden, ist sie nicht vorhanden. 

4, Die Saure ist pharmakologisch und bakteriologisch wu 
wirksam. 

5. Ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von reine 
Furandicarbonsiure neben Hippursiiure und aus Rohgemischa 
wird angegeben. 


Frl. P. Lambelet danken wir fir ihre tiichtige Mitarbei 
bei der Isolierung und Bestimmung der Furandicarbonsaure. 


Herrn Prof. Riedmiiller und Herrn Dr. Genuit danke 
wir fiir ihre freundliche Hilfe. 
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Uber den biologischen Abbau von Halbestern. II’). 


Von 


Karl Bernhard. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1937.) 


Subcutan an einen Hund verabreichter Sebacinsiiure-mono- 


 ithylester+) verhalt sich verschieden von Sebacinsiure, indem nur 
‘geringe Mengen von Dicarbonsiiuren ausgeschieden werden. Durch 


Sperrung einer Carboxylgruppe infolge Veresterung verliuft der 


'Abbau wahrscheinlich im Sinne ,,einseitiger“ #-Oxydation besser. 
‘Kine Halbestersiure ist im Vergleich zu der Dicarbonsiure’) 
‘leichter verbrennlich. 


Durch Stoffwechselversuche mit Bernstein-, Adipin-, Azelain- 


jund Korksiure-monoithylester, ferner mit Sebacinsiiure-mono- 
‘methyl- und monoithylester werden weitere experimentelle Tat- 
isachen fiir das geschilderte Verhalten beigebracht und in der 
‘nachstehenden ‘l'abelle dargestellt. 


Bernsteinsaure-halbester verhilt sich wie Bernsteinsiiure, die 


Behauptung von Kaiser’), Bernsteinsiure werde im Harne aus- 
-geschieden, trifft nicht zu. Adipinsiure-halbester wurde zu einem 
_allerdings geringen Teil unveriindert, daneben zu 15,7°/, als Adipin- 
| siure ausgeschieden, waihrend wir Adipinsiure als solche in Mengen 
von 0,15 und 0,75 g pro Kilogramm Korpergewicht und pro Tag 
'gegeben, zu 18 bzw. 63,6°/, aus dem Harn erhielten. Das Ver- 
/halten der Azelainsiure hat H. Gregg Smith‘) in ausgedehnten 
' Yersuchen studiert. Hunde im Gewichte von 25 kg bekamen inner- 
: halb 6 Tagen im Mittel 31,7 (10,5—44,9) g Azelainsiure oder pro 
_Tag und Kilogramm Kérpergewicht rund 0,2 g (0,07—0,33). Die 
| Harne enthielten 57,9°/, (28,6—91,2) unverindertes Ausgangs- 
‘Material, Meine Ausbeuten an Azelainsiiure und Pimelinsiiure 


'! B. Flaschentriger u. K. Bernhard, Diese Z. 240, 19 (1936). 
*) K. Bernhard u. M. Andreae, Diese Z. 245, 103 (1937). 

*) Spaeth-Kaiser, Der Harn, 6. Aufl., S. 91 (1936). 

*) J. of Biol. Chem. 103, 531 (1983). 
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Uber den biologischen Abbau von Halbestern. II. 


nach Fiitterung von Azelainsiure-halbester sind bedeutend geringer 
‘und entsprechen den niedrigsten Werten, welche Gregg Smith 
pei bedeutend héherem Angebot gefunden hat. Korksiiure-mono- 
‘ithylester wird zwar schlecht, aber immerhin besser als die freie 
'Di-Siure abgebaut, da diese auch nach sehr kleinen Gaben nahezu 
‘unverindert im Harne erscheint. 


Das Verhalten von Sebacinsiiure-monomethylester bestitigt 


‘ganz die fritheren Beobachtungen [Versuch 55%)|. Nach Injektion 
‘yon 50 g Sebacinsiure-monoithylester (Versuch 69) fand ich kein 
| unveriindertes Ausgangsprodukt, vielmehr nur Sebacinsiure neben 
Fwenig Kork- und Adipinsiure. Auch hier verliuft der Abbau 
Fnoch deutlich besser als bei entsprechenden Mengen Dicarbon- 
‘siure. Immerhin fiallt verglichen mit Versuch 55 ein deutlicher 
' Unterschied auf. 


Die Injektion der Halbester erfolgte zum gréBten Teil an 


| demselben Hund und zwar in der Reihenfolge V55, V57, V 54, 
/V58, V69 und V59. Es wire denkbar, daB® das Tier allmihlich 
‘die Spaltung der Esterbindung besser ,lernt“ und sie rascher 
'durchfiihrt als am Anfang. Abderhalden®) hat eine dhnliche 
| Beobachtung fiir das Verhalten parenteral verabreichter Saccharose 
und Lactose beschrieben. 


Kin direkter Vergleich der Ausbeuten der Dicarbonsiure- und 


| Halbesterversuche ist im Hinblick auf die Verschiedenheit der 
'angebotenen Mengen und die Art der Verabreichung erschwert. 
| Gleichwohl kann behauptet werden, daB die freien Dicarbonsiuren 
| zu 20—30°/, weniger abgebaut werden. Halbestersiiuren verbrennen 


besser als Dicarbonsiuren. Die Liinge der Kette ist dabei fiir 
den Abbau nicht allein maBgebend. Korksiiure und ihre Ester- 
siure verbrennen viel schwerer als Siuren mit geringerer oder 
hdherer C-Atom-Zahl. 

Versuchsteil. 


Die Darstellung der Halbester erfolgte nach den Angaben von 
Fourneau und Sabetay®) durch mehrstiindiges Erhitzen des Di-Esters 
init einer entsprechenden Menge Dicarbonsiure im Olbad. Das Rohprodukt 
wurde wiederholt im Vakuum destilliert. Den Hunden habe ich sterile 


_ wiBrige Lésungen der mit Natronlauge neutralisierten, analysenreinen Halb- 


ester unter die Haut gespritzt.. Die Injektionen wurden gut ertragen. Die 
Aufarbeitung der Harne der Haupt- und Nachperioden erfolgte getrennt in 
der bereits angegebenen Weise’). Die letzteren enthielten nur sehr geringe 
Di-Siuremengen. 


5) Fermentforschung, 13, 228, 291 (1932). 
®) Bull. Soc. chim. [4] 43, 859 (1928). 
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Versuch 58. Bernsteinsiure-monoithylester, C,H,,0, Siede. 
punkt,> 4 1483—147°. Mengen von 2mal 2,5 g pro Tag, im ganzen 30,00, 
wurden dem 14,75 kg schweren Hund B. ¢& (i Jahr alt), subcutan injiziert 
Harn der 12tigigen Versuchsperiode: 8285 ccm, der 8tigigen Nachperiode: 
6265 eem. Daraus konnten lediglich 79,5 mg braune, bei 145—151° schmel. 
zende Krystalle erhalten werden. Auf Grund der Mischschmelzpunkte lieg; 


ein Gemenge von Hippur- und Bernsteinsiiure vor. 


Versuch 57 Adipinsiure-monoithylester, C,H,,0, Siede. 
punkt,, ..m 122—124°. Hund B. (vgl. Versuch 58) erhialt innerhalb 6 Tagen 
30,00 g Adipinsiure-halbester. Harnmenge der Hauptperiode (8 Tage) 5200cem, 
der Nachperiode (10 Tage) 6685 ccm. Ich isolierte 4,463 g rohe Adipinsiiur 
und erhielt nach Umkrystallisieren (9 Fraktionen) 3,946 g reine Siure. 


Schmelzp. 149—151°, Mischschmelzpunkt mit Adipinsiure 149—151°. 
Aquiv.-Gew.: Fraktion I 73,19, II 173,30, III 73,40. 


Analysen: Ber. C 49,29 H 6,90 
Gef. ,, 49,21, 49,38, 49,17 ,, 6,94, 6,92, 6,88. 


Mit Petrolither lieBen sich 2,220 g hellbraunes Ol abtrennen. Seine 
Verseifung lieferte 184 mg reine Adipinsiiure, welche 219,3 mg oder be- 
zogen auf die injizierte Menge 0,73°/, Adipinsiiure-halbester entsprechen. 


Versuch 56. Korksiure-monoithylester, C,H,,O, Siede- 
punkt,- ,,,, 192°, wurde in tiglichen Dosen von 2mal 2,5 g dem 12,60 kg 
schweren und etwa 3 Jahre alten Hund M. in einer Menge von 22,5 g in- 
jiziert. Dauer der Hauptperiode 7 Tage, Harnmenge 4980 ccm, der 10 tigigen 
Nachperiode 6720 cem. Unverinderter Halbester wurde nicht gefunden. Im 
ganzen konnten 9,1070g rohe Krystalle erhalten werden, welche beim Un: 
krystallisieren aus Wasser in 16 Fraktionen 8,703 g reine Korksiiure gaben. 
Fraktion I (6,953 g) Schmelzp. 1838—140°, Mischschmelzpunkt mit Korksiure 
138—140°. 


4,050 mg Subst.: 8,190 mg CO,, 2,890 mg H,O. — 131,9 mg Subst. ver. 
brauchen 15,09 cem 0,1 n-NaOH. 


C,H,,0, (174,11) Ber. C 55,14 H 8,10 Aquiv.-Gew. 87,05 
Gef. ,, 55,14 ,, 7,98 - » tA. 


Versuch 59. Azelainsiure-monoithylester, C,,H,,O, ist in der 
Literatur nicht beschrieben. Wir haben 52 g Azelainsiure-diithylester mit 
44 ¢ Azelainsiure 20 Stunden auf 260—280° erhitzt. Bei der anschlieBenden 
fraktionierten Destillation wurde die Hauptmenge bei 11 mm Druck zwischen 
185—195° aufgefangen; sie wog 26,69 g. 

Demselben Hunde wie bei den Versuchen 57 und 58 injizierte ich pro 
Tag 2mal 2,50 g, insgesamt 20,0 g Halbester. Harnmenge der 7tigigen 
Hauptperiode 5205 ccm, der 10tigigen Nachperiode 8230 ccm. Erstere er- 
gab 6,736 g, letztere 0,028 g rohe Di-siiuren. Durch Umkrystallisieren wurden 
4,9452 g reine Azelainsiiure erhalten. Schmelzp. 105—107°, Mischschmelz- 
punkt mit Azelainsiure 105—107°. 
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4,190 mg Subst.: 8,820 mg CO,, 3,180 mg H,O. — 107,2 mg Subst. ver- 
Hrauchen 11,5 ccm 0,1 n-NaOH. 


O,H,,0, (188,18) Ber. C 57,41 H 8,57 Aquiv.-Gew. 94,07 
Gef. ,, 57,41 ., 8,49 ‘“ » 98,28. 


i Weiter konnten 0,1744 g Pimelinsiure isoliert werden, Schmelzp. 93 bis 
93°, Mischschmelzpunkt mit Pimelinsiure 96—101°. 


4,290 mg Subst.: 8,320 mg CO,, 2,860 mg H,0. 
(.H,,0, (160,10) Ber. © 52,47 H 7,55 Gef. C 52,88 H 7,46. 


SchlieBlich ergaben sich 0,3506 g eines Gemisches von Pimelin- und 
‘Azelainsiiure, das nicht mehr zu trennen war. 


Versuch 54. Sebacinsiiure-monomethylester, C,,H,,O, wurde 
‘zum erstenmal erhalten (vgl. Diss. med. E. von Monakow, Ziirich 1937), 
‘und dem Hund B. (vgl. Versuch 58) in Mengen von 4mal 2,5 g = 10,00 g 
Bn 2T agen gegeben. Volumen des wiihrend 6 Tagen gesammelten Harnes 


'4issecm. Die Aufarbeitung fiithrte nicht zur Auffindung von unverindertem 


Ester, aber zu 1,878 g rohen Di-Siéuren. Durch Umkrystallisieren aus 


PWasser erhielt ich in 5 Fraktionen 632,5 mg reine Sebacinsiure I und in 


5 Fraktionen 268,0°'mg reine Korksiure II. 


| Schmelzp. 129—131°, Mischschmelzpunkt mit Sebacinsiiure 129—132°. 


Il “ 132—136°, ‘ ,» Korksiure 1384—138°. 
Analysen: 
CoH 1.0, Ber. I C 59,37 H 8,97 Gef. C 59,28 H 8,89 
0.H,,0, , NH, BM , 610 »~ — ee . oe 


- . md ° ‘a ee ‘ 
Versuch 69. Sebacinsiure-monoithylester, C,,H,.O, wurde 


in einer Menge von 50,00 g innerhalb 7 Tagen dem Hunde B. (vgl. Ver- 
such 58) subcutan eingespritzt. Harnmenge von 10 Tagen 6910 ccm (Haupt- 
_periode), und von weiteren 10 Tagen (Nachperiode) 6900 ccm. Unverinderten 
| Halbester habe ich nicht gefunden, hingegen konnten 10,73 g Roh-Krystalli- 
‘sate erhalten werden. Beim Umkrystallisieren aus Wasser ergaben sich 
| in 8 Fraktionen 7,236 g Sebacinsiure: 


Schmelzp. 181—133°, Mischschmelzpunkt mit Sebacinsiiure 131—133°. 
Aquiv.-Gew.: Fraktion I 101,3, II 100,51, III 101,1, IV 101,3. 
Analysen: Fraktion I, Gef. C 59,14 H 8,93. 

Ferner 1,485 g (in 7 Fraktionen) Korksdure: 
Schmelzp. 184—137°, Mischschmelzpunkt mit Korksiiure 137—139°. 
Analysen: 


Fraktion I C 54,91 H 7,95, IL C 55,21 H 8,19, III © 54,93 H 8,10 


? 


und 0,4623 g reine Adipinsiure (in 4 Fraktionen): 


Schmelzp. 145—147°, Mischschmelzpunkt mit Adipinsiiure 145—149°. 
Aquiv.-Gew.: Fraktion I 73,1, II 73,8, III 73,1. 
Analysen: Ber. C 49,28 H 6,90 Gef. C 49,48 H 6,90. 
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Versuch 68. Sebacinsiure-monoithylester. Kin 10,80 ky 
schwerer, etwa 6 Monate alter minnlicher Hund N. erhielt 30,00 g Hal). 
ester in tiglichen Mengen von 2 mal 2,5 g¢; Dauer der Hauptperiode 9 Tay 
Harnmenge 11500 cem, der Nachperiode 4 Tage, Harnmenge 3960 cem. JD 
Aufarbeitung ergab keinen unverinderten Halbester aber 6,324 g_ ro] 
Di-Siuren. Aus Wasser umkrystallisiert konnten 4,960 g reine Sebaci: 
siure, 0,583 ¢ reine Korksiure und 0,040 g reine Adipinsiiure erhalt 
werden. 


} 


\. Sebacinsiiure, 4 Fraktionen, Schinelzp. 132—133°, Misehschm 
punkt 132°. Aquiv.-Gew. 101,55, 100,97. 


B. Korksiure, 4 Fraktionen, Schmelzp. 138 —140°, Mischschmelzp 
bis 140° Aquiv.-Gew. 87,46. 
Analysen: © 55,35 He 8,16. , 
C. Adipinsiure, 2 Fraktionen, Schmelzp. 144—148°, Mischschmelzp 
bis 150°. 
Analysen: © 49,40 H 6,80. 
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Die Autoxydation von Leinélsdure in Pufferlésung 
in Gegenwart von Porphyrinen. 
Von 
K. Hinsberg und R. Ammon. 


Mit 5 Figuren im Text 


{us der Chemisechen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1936 


Das Studium der Autoxydation von ungesittigten Verbindungen, 


Miusbesondere solcher, die sich von den ungesittigten Fettsduren 


‘ableiten, ist noch keineswegs abgeschlossen. Im Gegenteil, die 
rexperimentellen Befunde scheinen sich in vielen Fallen direkt zu 
vidersprechen, besonders .dann, wenn es sich um die katalytische 
igenschaft einzelner Stoffe handelt. Dies liegt zum ‘Teil daran, 
MaB bei der Autoxydation von ungesiittigten Verbindungen viel- 


Mach noch Spuren von Metallen katalytisch wirken, ohne daB ihre 
Wirkung beabsichtigt oder bekannt war, andererseits daran, dab 
mlie Wirkung der Katalysatoren unter verschiedenen Bedingungen 
fentgegengesetzte Erfolge zeitigen kann. Auf diese Erscheinung 
Phat schon W. Franke?) hingewiesen, und man muB deshalb, wenn 
man die Ergebnisse mehrerer Autoren vergleichen will, besonders 
faut die Substrate und die uuBeren Bedingungen achten. Auch 
die Anwesenheit mehrerer Katalysatoren ergibt nicht in allen 
Fillen eine einfache Addition der katalytischen Effekte jedes 
reinzenen, und es kann sogar die Wirkung eines Katalysators 
Funterdriickt werden. So vermiBt man z. B. bei der Autoxydation 
on Leindl in Alkohol in Gegenwart von Thioglykolsiiure jede 
Schwermetallkatalyse?). Was besonders die biologisch wichtigen 
Fettsiuren mit 18C-Atomen betrifft, so besteht auBerdem noch 
fein Unterschied zwischen den freien Séiuren und den Estern, und 
fauch zwischen den stereochemischen Formen unter sich. Nach den 
Untersuchungen von Coffey®*) ist die Autoxydation der «-Linolen- 
fuure langsamer als die der (#-Linolensiure, aber ein Gemisch 
beider absorbiert unter den gleichen Bedingungen Sauerstoff nicht 


ur schneller sondern auch mehr. Kuhn und Meyer‘) haben 


/ 
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gefunden, daB die Klaidinsiure den Sauerstoff 50 mal langsame 
aufnimmt als die isomere Olsiure. Weiterhin ist die Sauerstof. 
aufnahme weitgehend von der Zahl der Doppelbindungen iy 
Molekiil abhangig in der Weise, daB die O,-Aufnahme dest) 
leichter vor sich geht, je mehr Doppelbindungen vorhanden sind 
Unter diesem Gesichtspunkt wird man mit verschiedenen Ver. 
haltnissen rechnen miissen, je nachdem, ob man mit reiner Lindl. 
oder Linolensiure arbeitet, oder mit einem Gemisch beider, auch 
wenn die Zahl der Doppelbindungen pro Kubikzentimeter gleich 
sein sollte. Wenn man alle diese variablen Faktoren beriick. 
sichtigt und abwigt, so kann man sich iiber widersprechenk 
Resultate bei scheinbar gleichen Substraten und Katalysatoren 
nicht wundern, wobei wir noch besonders auf den Zeitfaktor aut. 
merksam machen wollen. 

Die folgenden Untersuchungen wurden in Fortsetzung de 
Versuche von Hinsberg und Holland®) mit gereinigter Leinil- 
siure unternommen, die also ein Gemisch von Linol- und Linolen. 
siure darstellte. 

Die Lésung der freien Saure erfolgte in Phosphatpuffer unter 
Zusatz von Gallenséure, um eine homogene Mischung zu erzielen, 
Wie wir nachtraglich festgestellt haben, waren die Ansitze nicht 
vollkommen kupferfrei; sie enthielten auf je 1 g Leinélsiure etwa 
2 y Kupfer. Diese Menge hat auf die beschriebene Wirkung de 
untersuchten Porphyrine keinen EinfluB, wohl aber auf die Leer 
werte, deren Induktionsperiode von dem Cu-Gehalt stark abhiingi 
ist (vgl. Hinsberg und Holland, a. a. O.). Entsprechend de 
in der Literatur niedergelegten Befunden glaubten wir mit Por 
phyrin und Hamin eine Beschleunigung der Autoxydation w 
finden, wir kénnen aber aus vielen iibereinstimmenden Versuche 
feststellen, daB dies unter unseren Bedingungen nicht der Fal 


ist, sondern im Gegenteil eine deutliche, zum Teil vollstandig— 


Hemmung stattfindet. 


Die Versuche wurden alle mit derselben LeinGélsiure angesetzt unte 
Zusatz von Na-Cholat unter folgenden Mengenverhiltnissen: 

Lésung 1. 160cem m/2-Natrium-Linolat + 80 ccm Na-Cholat 18 °/, + 
160 cem NaH,PO, 3°),. Die Konzentration des Phosphats ist etwas ver 
schieden, damit das pq immer auf 7,07—7,30 eingestellt werden konnte. 


Lisung 2. 3850cem Na,HPO, 3°/, + 50 cem NaH,PO, 3%, py 7, 
bis 7,21. 

Lésung 3. 20cem Na-Cholat + 75 cem Lésung 2, aufgefiillt ad 10 
event. unter Zusatz von primirem oder sekundirem Phosphat, um das px 
auf 7,12 zu bringen. 
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‘Samer | Daraus werden folgende Mischungen hergestellt: Liésung A gleiche 
rstoff. [efeile von 2 und 8 (also ohne Lein@lsiure), Lésung B gleiche Teile von 1 
nd 2. Von diesen Lésungen A und B kommen je 30 ccm in die von 


on in 
Hinsberg und Holland beschriebenen Kolben; sie werden in einem 


desto y vasserbad bei 38° geschiittelt und der Sauerstoffverbrauch gemessen. 
1 sind, |  Zusitze. Himin (SSchuchardt) 0,5 °/, in Puffer, davon 1,0 bzw. 0,1 cem. 
1 Ver. Photodyn (Nordmarkwerke Hamburg) wird neutralisiert und davon 


Linol. (ef jeden Ansatz von 30 ccm 1,85 cem gegeben. Die Photodynlésung ent- 

hielt nach Mitteilung von Dr. Borburger, dem auch hier fiir die Analyse 

»" Bherzlichst gedankt sei, 400 mg-°/, Hiimatoporphyrin. 

gleich : Himatoporphyrin. 5 mg Ester werden mit 1 cem 25°/,iger HCl 

erick. #89 Stunden bei Zimmertemperatur belassen und dann mit NaOH neutralisiert 

hende fend auf 8 ccm aufgefiillt. 

' Koproporphyrin. 8mg Ester werden mit 1 cem 25°/,iger HCl 

$0 Minuten auf 100° erhitzt und auf 8 ccm aufgefiillt. 

' Isouroporphyrin. 8 mg Ester werden mit 2 ccm 25 °/,iger NaOH 

iStunde auf 100° erhitzt, mit HCl neutralisiert und auf 8 ccm aufgefiillt. 
der 4 Pic oe Porphyrine verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn 

einil. . Fink, Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin.) 

” Die Ansitze enthalten folglich: je 0,84 g Leindlsiure mit den Zu- 
Bitzen an Phosphat, Cholat und Katalysatoren. Unter Annahme einer 
meinen Linolsiure berechnet sich fiir 0,84 g und 4 Atomen Sauerstoffauf- 
unter Mahme pro Mol ein Volumen von 135,5cem O, bei 0° und 760 mm, wiahrend 
zieley, wit nach Reduktion unserer Werte 110—139 cem finden. Durch Be- 


, auch 


atoren 
r aut: 


nolen- 





nicht Ee2blung mit U.V. wird die Sauerstoffaufnahme bis auf 147 ccm gesteigert. 
; ‘—& _=iIm einzelnen ergeben sich folgende Resultate. 

» eta 

g dei Versuch 1. py vor dem Versuch 7,21. 
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BON: le. 236 Suniin 
P; in der Losung. . . 6,16 | 6,65 6,73 6,71 — 6,66 
Bebildete CO, cem . . 7,35 7,11 5,76 6,14 9,75 7,77 

Aufge nommener O, ecm 141 142 129 129 142 140 
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Versuch 2. In gleicher Weise angesetzt wie Versuch 1, aber mit 
Quarzl lampe bestrahlt. Die Kolben 2, 4 und 6 sind von der Quarzlampe 
Weiter entfernt und zeigen infolgedessen Unterschiede gegeniiber den 
Molben 1, 3 und 5. 
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| Nach 209 1 Gienden 
Py in der Liésung. . . — 612 | — 5,83 aes 5,91 
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Versuch 3, Photodyn, im Dunkeln. py zu Beginn des Versuches 7,13 





el 





a ee 1 zs | ®@ 4.8 5 6 
Lésung Beceem... . 30 30 30 30 30 30 
Photodyn ccm. ... . — 1,85 | 1,85 1,85 | 1,85 
eee _~ : ~ fo 05 | 0,5 
Nach 265 Stunden 
Po in der Lésung. . . 6,57 6,81 7,07 
Gebildete CO, cem . . 7,89 3,25 3,25 
Aufgenommener O, cem 137 143 14 | 17 30 36 


Versuch 4. Wie Versuch 3, mit U.V. bestrahlt. 
Nach 265 Stunden 





























Po in der Lésung. . . 6,23 6,35 7,79! 
Gebildete CO, cem . . 8,95 11,45 - 
Aufgenommener O, ccm 161 162 161 152 92 
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Die zeitliche O,-Aufnahme in graphischer Darstellung ergeben «it 
Fig. 1 und 2. Daraus ist zu ersehen, da’ 0,5 mg Himin einen geringel 
beschleunigenden Effekt hat, besonders unter der Wirkung von U.V., un 
da8 ferner die Intensitit der U.V.-Strahlung sowohl auf die Hemmung bel 
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5mg Hiimin als auch auf die Férderung bei 0,5 mg Himin gleichsinnig 
i» der Wirkung ist. Die hemmende Wirkung bei gréSeren Mengen von 
Himin mit oder ohne U.V.-Bestrahlung ist ganz ausgesprochen und liegt 
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.stee ¥ Kolben 3 
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il 100 
Fig. 2. U.V. belichtet. 


200 Stunden 


Die in den Fig, 3 und 4 sichtbaren Unregelmifigkeiten sind 

auf Temperatur- und Barometerschwankungen zu beziehen, die 

in diesen beiden Versuchen nicht ausgeschaltet waren. Der Wert 

von p,, 7,79 in Kolben 5 und 6 von Versuch 4 ist nur dadurch 

die @ 4u erkliren, daf Lauge aus der vorgelegten NaOH in die Versuchs- 


ee lisung tbergespritzt ist, und wir haben deshalb auch auf eine 
un 





Bestimmung der CO, verzichtet. Der stark hemmende EinfluB des 
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Photodyns in den 265 Versuchsstunden ist klar zu erkennen, und je 
der U.V.-Bestrahlung wirkt Cu in Gegenwart von Photodyn stiirke 
hemmend als im unbelichteten Versuch. Dies kann daher riihre 
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macht vielleicht der Versuch mit 2,5 mg Himatoporphyrin, der selbst nach 


Die Autoxydation von Leinélsiure in Pufferlésung usw. 145 


lab die Zerstérung des Porphyrins gehemmt war. Ks ist weiter 
deutlich zu sehen, daB die O,-Aufnahme unter U.V.-Licht gréBer 
jst und bei den Photodynansatzen nach Zerstérung des Porphyrins 
michtig zunimmt. Auffallend ist, daB in Abwesenheit des Photo- 
lyns in beiden Versuchen fast die gleiche CO,-Menge gebildet 
vird, in Gegenwart von Photodyn aber + U.V. 11,45 cem, statt 
wie im Parallelversuch nur 3,25 ccm. Diese geringe Menge CO, 
entspricht vollkommen der geringeren O,-Aufnahme bei Photodyn 
+ Cu, ist aber relativ héher, als in dem Versuch ohne Photodyn. 
Dagegen zeigt der Ansatz mit Photodyn allein, der im Mittel 
156 com QO, aufgenommen hatte, daB anscheinend in Gegenwart 


| yon Porphyrin andere Spaltprodukte entstehen. Die O,- Aufoahme 


ist in den belichteten Versuchen noch nicht zu Ende gekommen, 


‘was sich an der Form der Kurve deutlich zu erkennen gibt. 
Diese Versuche werden zur Zeit fortgesetzt. 


Versuch 5. py vor dem Versuch 7,14. 





Kolben. ...../ 2 3/2] 8} 4/5 /16;,7 18 !| 9 | 10 

Lisung Acem ..j| 30: |30; —| —|/— }—}|—-)-j;-/- 
» ocom.. — — | 30 x0 | 30 | 30 | 30~— 30 = | 30: | 380 

Koproporphyrin mg | — — | —/| 0,5 | 0,5 | 2,5 | 25 | — 





lsouroporphyrin mg | — |—; —| —|— |— | — | —_ 0,5 | 0,5 


Nach 260 Stunden | | 
Py in der Lésung . | 6,98 | — = 7,38 | 6, 85 
Gebildete CO, cem — 2,72 | 281 
Aufgen. O, cem. . 7 12 114 /113 


6,84 | 7,13 6,71 6,31 | | 6, D2 | 6,59 
3 34 | 9°99 3. 91 4 "52 | 3, 39 3,43 
116 119 2 1 114 116 








Versuch 5 (Fortsetzung). 














Kolben. . .... Te 12 13 | 14 15 16 17 18 
Lisung A cem . . — — 30-30 {| — — — 
,» fae... 30 —j;—j| 30 | 30 30 30 
lsouroporphyrin mg | 2,5 25 |— —)|) — — — — 
Hiims atoporph. mg . — — —|— 0,5 0,5 2,5 | 2,5 
Nach 260 Stunden 
Dy in der Lésung. | 6,26 | 6,31 | — | — | 658 6,76 | 6,11 6,18 
(rebildete CO, cem 3,54 3,49 | — | —/ 862 | 3,14 3,01 2,90 
f Aufgen. O, cem. . | 113 113 9, 8 | 121 120 | 8 9 


Die zu dem Versuch gehérige Fig. 5 zeigt sehr deutlich, daB die Por- 
phyrine eine stark hemmende Wirkung auf die Autoxydation von Leindl- 
siure ausiiben. An der insgesamt aufgenommenen O,-Menge und der 
gebildeten CO, wird, wenn die hemmende Wirkung voriiber ist, nichts 
geindert. Sie bleibt fast konstant 120 ccm (unkorr.). Eine Ausnahme 
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450 Stunden Versuchsdauer das Maximum der Sauerstoffabsorption noch 
nicht erreicht hat. Wéihrend bei dieser Versuchsdauer die anderen Kuryey 
bereits vollkommen asymptotisch verlaufen, steigt diese Kurve noch dew. 
lich an. Bei der Kurve mit 2,5 mg Koproporphyrin ist zu bemerken, daf 
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bei der durch einen Pfeil bezeichneten Zeit von 295 Versuchsstunden mit 
Quarzlampenbestrahlung begonnen wurde, und erst von dieser Zeit an die 
O,-Absorption in Gang kam. Der verschiedene Wirkungsgrad der Por 
phyrine kommt sehr gut zum Ausdruck. Und zwar hemmt Isouroporphyrin 
am wenigsten und Himatoporphyrin am stirksten. Bei gréBeren Kon 
zentrationen ist die Stellung von Himatoporphyrin und Koproporpbyrin 
noch nicht entschieden. 

Die hemmende Wirkung der Porphyrine ist um ein wesent: 
liches stiirker als die des Himins, was sich allein schon in der 
GréBe der wirksamen Substanzmenge ausdriickt. Weiter ist be- 
merkenswert, daB die Hemmung von der Fluorescenz abhingt 
Werden die Proben mit U.V. bestrahlt, so hért die Hemmung 
auf, sobald der Farbstoff zerstirt ist, was an dem Verschwinden 
der Fluorescenz erkannt wird (Versuch 4). Die nicht fluorescierende 
Kster der Porphyrine sind dementsprechend auch wirkungslos, wit 
durch entsprechende Kontrollversuche festgestellt wurde. Da sich 
zwischen den Kurven keinerlei Unterschiede zeigten, nehmen wi! 
von einer Wiedergabe Abstand. Vergleichen wir die Untersuchunget 
anderer Autoren, so ergibt sich, daB Kuhn und Meyer (a. a. 0. 
ihnliche Versuche angestellt haben. Sie verwenden als Katalysator 
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1 noch Ml/rridinhimin und als Substrat Olsiure- und Linolsiiuremethylester, 
ee. nd finden eine wesentliche Beschleunigung der Autoxydation, wenn 
n. dye auf 0,15 com Substrat 0,1 mg Katalysator nehmen. Da aber, 
rie bekannt, Pyridin allein schon aktivierend wirkt’), kann man 
tiese Versuche nicht mit den unseren vergleichen, obschon sie 
3 | » bezug auf Pufferlésungen und Zeitdauer gleichartig angesetzt 
yaren. Aus dem Versuch 5 von Kuhn und Meyer ergibt sich 
sper, daB Phosphathaimin (in Abwesenheit von Pyridin) eine wesent- 
ich geringere Wirkung entfaltet. Leider ist dieser Versuch nur 
Stunden ausgedehnt, so daB nur der erste Teil des Kurven- 
erlaufs erkennbar ist. Wie weiter aus dem Versuch 8 derselben 
4utoren hervorgeht, hat die Cholsiure ebenfalls und zwar einen 
hemmenden Einfluf. 
Kine starke positive katalytische Wirkung des Hgb. und aller 
gh.-haltigen Derivate findet Robinson®). Er vermifbt diesen 
Eiiekt bei Himatoporphyrin, ohne anzugeben, ob hier etwa eine 
eventeilige Wirkung zu beobachten war. Uber die Zusammen- 
etzung des Puffers und folglich auch iiber das p,, der Liésung 
fehlen Angaben. Wie wesentlich aber die H-Ionen bei diesen Ver- 
suchen sind, haben sowohl Kuhn und Meyer wie auch Hopkins’), 
letzterer im Zusammenhang mit der Wirkung des Glutathions auf 
lie Fettsiureoxydation, gezeigt. In alkoholischer Lisung hat 
Franke (a. a. O.) eine geringe gesteigerte Wirkung der Porphyrine 
mit dem Propionsdurerest gefunden, im Ausma8 aber wesentlich 
chwicher als die Haminwirkung unter gleichen Bedingungen. 
Die optimale Konzentration soll bei 8-10~* mol (etwa 0,52 mg 
Koproporphyrin) liegen. Wie schon in der Einleitung erwahnt, 
ist ein direkter Vergleich mit friiheren Versuchen nicht méglich, 
und es eriibrigt sich daher, auf weitere Untersuchungen einzugehen. 
Als wesentlichsten Befund kénnen wir das verschiedenartige Ver- 
halten der Porphyrine mitteilen, was im Hinblick auf die Ent- 
stehung, besonders auf die pathologische Entstehung, nicht ohne 
Bedeutung zu sein scheint. Unterschiede in bezug auf die Licht- 
sensibilisierung hat bereits Hans Fischer’) gefunden, und zwar 
wirkt Proto- und Deuteroporphyrin kaum sensibilisierend, stiirker 
Koproporphyrin und am stiirksten Uroporphyrin, was in der Reihen- 
: lolge gleichsinnig mit unseren Versuchen ist. Eine andere Reihen- 
Wi Miolge beziiglich des Lichttodes von Paramiizien durch Porphyrine 
igel MRergibt sich aus den Versuchen von Fischer und Zerweck. Wir 
. 0. Melauben, daB, wenn sich unter physiologischen Bedingungen in 
ator Mveiteren Versuchen eine allgemeine Hemmung der Porphyrine 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVT. 11 
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ergeben sollte, dies fiir die Klinik der Porphyrine sicher wesentli¢) 
ist. Die Versuche werden in dieser Richtung fortgesetzt. Es ist za 
nicht bekannt, ob und in welcher Weise der Organismus von de 
katalytischen Beeinflussung der Fettsiureoxydation Gebrauch machi, 
aber da Hgb.-Verbindungen und in vielen Fallen auch Porphyriy 
im Organismus fast iiberall vorkommen, méchten wir mit v. Euler’ 
annehmen, daB die physiologische Bedeutung der bisher im Model. 
versuch beobachteten Erscheinung sehr wahrscheinlich ist, wole 
man besonders die gleichzeitig von mehreren Forschern av. 
gefundene katalytische Beeinflussung durch Sulfhydrilgruppen mi 
beriicksichtigen muB. 

Solange keine Versuche iiber den Reaktionsmechanismus yw. 
liegen, und auch iiber die Oxydationsprodukte so gut wie nichts 
bekannt ist, sehen wir von einer niheren Besprechung der Ver. 
suche, insbesondere auch der Ursache fiir die immerhin betriichi- 
liche Verschiebung der H-Ionen ab. Wenn auch diese Modellve:- 
suche tiber die Autoxydation der Fettsiuren nicht auf physiologische 
Probleme direkt iibertragen werden kénnen, so scheinen sie aber 
doch zu zeigen, daB man bei dem Abbau der Fettsiuren ob 
CO,-Bildung unter Umstiinden mit sehr betriachtlichen Siure- 
mengen zu rechnen hat, wie dies ja auch aus den acidotische 
Zustiinden bei gestértem Fettstoffwechsel bekannt ist. 
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en mit (Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1936.) 

AS Vor: Versuche, einen Kinblick in. den Bau von Enzymmolekiilen 


nichts m gewinuen, nachdem sie einer Reinigung und Anreicherung 
rj C-Mterzogen waren, sind zuerst in gréBerem MaB8stabe an Hydro- 
Ticht-MM.cen ausgefiihrt worden; diese Klasse von Enzymen wurde ge- 
ellver. viblt, weil die Repriisentanten derselben, wie z. B. Saccharase 
gische Mier Dipeptidasen, verhilinismiBig einfuche Systeme zu_bilden 


3 


> aber chienen, an denen keine unbekannten Aktivatoren teilnehmen. 


ohne An Hydrolasen hat man zeitig erkannt, dab sie aus einem 
aur tiven, katheptischen 'l'eil bestehen, der spezitisch die Reaktion 


ScheuM-rmittelt, und einem hochmolekularen, ligatorischen Teil, einem 


Iriger (Willstitter), dessen vermutliche EiweiBnatur der eine 
ou uns mehrmals hervorhob}). Uber die Natur der kathep- 
tschen Gruppen von Hydrolasen sind bis jetzt noch keine Aut- 
hliisse gewonnen worden; nur iiber einzelne reaktionsvermittelnde 
\tomgruppen an Peptidasen sind in diesem Institut und von 
Valdschmidt-Leitz und seiner Schule einzelne Anhaltspunkte 
rewonnen worden. Die Erkennung der Natur eines katheptischen 
“nzym-Teiles gelang dann in diesem Institut Zeile und Hellstrém 
Bs der Katalase, welche als ein Himin-Protein erwiesen wurde. 
“a ~—- Entgegen friiheren Erwartungen erwiesen sich nicht die Hydro- 
lisen, sondern gerade Oxydo-Reduktions-Enzyme als ein besonders 
veelgnetes Material zum Studium der Zusammensetzung von 
Enzymen. Hier wiire in erster Linie das Flavinenzym (das gelbe 
Ferment Warburgs) zu nennen, zu dessen Kennzeichnung 
H.Theorell wesentlich beigetragen hat. In den Untersuchungen 

ron Kuler und Adler hat sich an einer groBen Zahl von 
Dehydrasen gezeigt, daB diese Enzyme, oder genauer diese Apo- 
Euzyme die ligatorischen makromolekularen Gruppen derCo-Zymase 


Ber. chem. Ges, 53, 3583 (1922): 56, 1097 (1923): Kolloid-Z. 31, 3 (1922). 
& & 
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bilden. Zunichst war von Euler, Adler und Hellstrim) Phosp! 
gezeigt worden, daB die Co-Zymase als Wasserstoff-Ubertriize fs Pu 
wirkt, und daB im gesamten Enzymsystem die Aufgabe decides Ex 


Flavinenzyms darin besteht, die hydrierte Co-Zymase (die Dihydro.,e se 
Co-Zymase) zu reoxydieren, indem es selbst in Leukoflavinenzyy “ed 
iibergeht. Wir sind also im Falle dieser Dehydrasen im Stande fq . 
die hochmolekulare, ligatorische Gruppe eines seiner Reaktionff,, 4 


nach genau definierten Enzyms nach Reinigung und Konzen.fat ve 
trierung mit einer bestimmten Menge der genau _ dosierbaren {Pann 
prosthetischen Gruppe (niimlich der Co-Zymase) zur Wirkungff.! ™° 
zu bringen. wong 

Ks scheint also nun die Zeit gekommen, auch eine miglichst fro’ v 
vielseitige Charakterisierung einer makromolekularen, ligatorischen ffwurde 
Gruppe, also einer Apodehydrase, zu unternehmen, und wir habenjg’"™*° 
dazu die kinetisch am griindlichsten durchgearbeitete, nimlich die ayn 
Alkohol—Apodehydrase gewihlt, welche ja auch durch ihre Beteili-Mtanz 1 
gung an der alkoholischen Giirung besonderes biochemisches Interesse der en 
besitzt. Prof. M. Sreenivasaya hat in diesem Institut mit Erfolg ccm 


Reinigungsversuche an dieser Apodehydrase unternommen, iiber die in ws 
er kiirzlich berichtet hat?). Er wird an den hichstaktiven Alkohi-§ ; 
Apodehydrase-Priparaten auch Kataphorese-Versuche anstellen, Mstanda 
Kinstweilen haben wir zur Charakterisierung der Alkohol—Apo- ! 


dehydrase orientierende Kataphorese-Versuche an _ Priiparaten fieovie! 
durchgefiihrt, welche nach der friiher von Euler und Adlerjvon a 
beschriebenen Methode dargestellt worden waren. Die beidenjg tse”. 
© ; daraut 

untersuchten Reinigungs-Stufen des Enzyms unterscheiden sich, 
ond J U-Roh: 


wie gleich vorweggenommen sei, hinsichtlich ihres isoelektrischen Bit q, 














Punktes, der iibereinstimmend bei p,, = 5,2 liegt, nur wenig vou-fMdem A 
einander. Immerhin wird seine Konstanz noch weiter gepriiftg#bde 
werden. Bis dahin sei auch die Diskussion der Resultate, wie hs 
z. 13. Zusammenhang zwischen isoelektrischem Punkt und Aciditit Bio... 
der optimalen Wirkung verschoben. soviel 
des 'T 

Methodik. zlerenc 

schlieB 


Kataphorese-Versuche. Bei den Kataphorese-Versuchen wurde die fp ym 
Vorschrift von Theorell*) genau befolgt. Puffer- und Enzymlésung wurden Hypo), 
auf das gleiche py eingestellt. In den meisten Fallen war die Differen2 May 5, , 
héchstens 0,01, in einigen Fiillen 0,02 p,,-Einheiten. Meistens wurde 0,02 mol Byionton 


geschl 
') Euler, Adler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 290 (1935). des Ve 
*) M. Sreenivasaya, Nature (Lond.) 139, 112 (1987). 
*) Biochem. Z. 275, 1, 11 (1934). 
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yhosphatpuffer verwendet. Im py-Gebiet 5—5,5 wurde Acetat-Essigsiure 
is Puffer benutzt. Nach dem Einstellen des py wurde die Leitfihigkeit 
jes Enzyms und des Puffers bestimmt. Im allgemeinen war der Widerstand 
jer Enzymlésung etwas kleiner als der des Puffers. Daher wurde die Puffer- 
jsung etwas stirker bereitet. Die noch bestehende Differenz wurde durch 
‘erdiinnen der besser leitenden Lésung ausgeglichen. 


Bereitung der Enzymlosung. 0,3 ¢ eines LI-Priiparates, das nach 
er friiher angegebenen Methode') hergestellt war, wurde mit 10 cem Wasser 
mt verrieben und '/, Stunde stehen gelassen unter hiufigerem Umriihren, 
Dann wurde das ungeléste abzentrifugiert und die Lésung mit 5 ccm 
)i mol. Puffer vom betreffenden py versetzt. Die Mischung wurde mit 
Vasser auf 40 ccm verdiinnt. py, wurde gemessen und wenn ndtig korri- 
iert, worauf die Leitfihigkeit bestimmt wurde. Wenn die Leitfihigkeit zu 
sro} war, wurde mit Wasser verdiinnt, wenn sie gleich der des Puffers war, 
vurde mit diesem verdiinnt. Endvolumen war dabei 50 ccm. Manchmal 
yurde sowohl py wie Leitfahigkeit aufs neue kontrolliert. Wenn gereinigtes 
Enzym zur Anwendung kam, wurden 3 g Rohpriparat, wie oben beschrieben, 
nit 10 cem Wasser extrahiert und nach Abzentrifugieren der ungelésten Sub- 
tanz mit dem gleichen Volumen gesitiigter Ammoniumsulfatlisung versetzt; 
er entstandene Niederschlag (1) abzentrifugiert und die Lésung nochmals mit 
10cem Ammoniumsulfatlésung versetzt. Der dabei erhaltene Niederschlag (2) 
yar in der Regel der aktivste und wurde nach 5bstiindiger Dialyse im Ver- 
such verwendet. . 

Die Pufferlésungen wurden dureh Verdiinnen einer 10mal stirkeren 
Standardlésung bereitet. Zu jedem Versuch waren etwa 700 ccm notwendig. 


Auffiillen des Apparates. Der untere Teil des U-Rohres wurde mit 
oviel Enzymlésung gefiillt, dab beim Trennen der drei untersten Schichten 
von den oberen mit der Hartgummischeibe uoch etwas Flissigkeit oberhalb 
dieser blieb. Diese wurde mit Hilfe der Wasserstrahlpumpe entfernt, und 
darauf wurde mit Pufferlésung gut gespiilt. Die beiden Schenkel des 
U-Rohres wurden mit Pufferlésung gefiillt, und mittels Gummischliiuchen 
mit den ElektrodengefiiBen verbunden. Die letztgenannten wurden nach 
dem Auffiillen mit Pufferlésung mit einem Schlauch kommunizierend ver- 
bunden. Die KCl-Behilter wurden mit gesiittigter KCl-Lésung gefiillt und 
der Apparat wurde bei 22° 1 Stunde im Thermostaten belassen. Nun 
wurde die KCl-Lésung in die ElektrodengefiBe eingelassen, bis die Silber- 
elektroden ganz von KCl umgeben waren. Aus den ElektrodengefiBen wurde 
soviel Elektrodenfliissigkeit entfernt, bis die Héhe der Oberfliiche mit der 
des Thermostatenwassers auBerhalb des GefiiBes gleich war. Die kommuni- 
vierende Verbindung zwischen den ElektrodengefiBen wurde durch Ab- 
schlieBen zweier Hihne unterbrochen, worauf die Hartgummischeibe, die 
Enzym- und Pufferlésung trennte, zur Seite geschoben wurde, bis das 
U-Rohr ganz offen war. Der Strom wurde geschlossen und die Stromstiirke 
auf 5 mA einjustiert. Da der Widerstand einen groBen Temperaturkoeffi- 
vienten hatte, wurde er etwa 10 Minuten vor Beginn des Versuches an- 
geschlossen, damit die Temperatur des Widerstandes schon zu Beginn 
les Versuches konstant sein sollte. 


H. vy. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195, und zwar 205 (1934). 
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Entleerung des Apparates. Nach 2—3 Stunden wurde der Stroy 
ausgeschaltet, die Scheibe 4, von oben gerechnet, zwischen Enzym pj 
Pufferlésung gedreht, so dal der untere und obere Teil der Fliissigke 
getrennt wurden. Darauf wurden die verschiedenen Schichten von oh 
nach unten durch Drehen der iibrigen Scheiben voneinander getrennt. Je, 
Apparat wurde aus dem Thermostaten genommen, die Elektrodengefiile ey; 
fernt und die beiden Schenkel des U-Rohres oberhalb der ersten Schej} 
leer und trocken gesaugt. Die oberste Scheibe wurde jetzt so gedreht, dy! 
die erste Schicht an Anoden- und Kathodenseite offen wurde. Nach de 
Beschreibung Theorells wird jede Schicht herauspipettiert, darauf 1; 
Wasser gespiilt und dem Zelleninhalt zugegeben, bis das Volumen 4 ¢cy 
erreicht. Fir uns war es oft ungiinstig, die Versuchslésung weiter zu yer. 
diinnen. Wir haben deshalb den Zelleninhalt direkt gepriift. Um die Eny. 
leerung zu erleichtern und so vollstiindig wie méglich zu gestalten, setztey 
wir einen mit zwei engen Rohren versehenen Korken ins Reagenzglas, dy 
den Zelleninhalt aufnehmen sollte und verbanden das eine Rohr mit de 
Wasserstrahlpumpe, wiihrend das andere in die Zelle eingefiihrt wurd, 
Durch kriiftiges Saugen wird der ganze Inhalt in das Reagenzglas ithe 
gefihrt. Die Zelle wird dadurch vollstiindig von Fliissigkeit befreit. h 
dieser Weise wurde der Inhalt aller 12 Zellen in die Reagenzgliiser iiher 
gefiihrt. Die Rohre waren mit + 1 bis + 6 fiir die Anodenseite, — 1 bis 
— 6 fiir die Kathodenseite bezeichnet, wobei die Reihenfolge der Zella 
von oben nach unten gerechnet wurde. 


Bestimmung der Aktivitit des Enzyms. Die Aktivitatsbestim. 
mung wurde durch Messung der Hydrierungsgeschwindigkeit vo 
Co-Zymase ermittelt. Als Testfliissigkeit wurde fiir jeden Versuci 
folgende Mischung benutzt: 

1 ccm absoluten Alkohols, 0,5 ccm Phosphatpuffer, p,, = 7 
0,2 com Co-Zymase (1 mg/ccm) und 1 ccm Wasser. 

Die 10fache Menge dieser Liésung wurde unmittelbar vw 
Beginn der Versuchsserie hergestellt. 2,7 com von der Mischuns 
wurden in die Absorptionskiivette eingefiillt und weitere 0.5 ccu 
Wasser zugesetzt. Bei schwachen Enzymlésungen konnte diese 


Wasser durch Enzymlisung ersetzt werden. 0,1 com des Enzymm 


wurde hinzugegeben und durch Messung der Extinktion bei 334 mi 
die Bildung von Dihydro-Co-Zymase wihrend der ersten 3 Minute: 
verfolgt. Die Extinktionsmessung erfolgte alle 15 Sekunden. 1) 


daraus erhaltene Geschwindigkeit wurde proportional der Enzyu-% 


konzentration gesetzt. In der Regel wurde vom Inhalt der Zelle 
— 5, —6, +6 bis + 4 0,1 ccm und vom Inhalt der Zellen —: 
und + 3 wurde gewoéhnlich 0,3—0,5 ccm verwendet, je nach de 
erwarteten Wanderung des Knzyms. 

In besonderen Versuchen wurde die Proportionalitat de 
Hydrierungsgeschwindigkeit mit der Knzymkonzentration untet 
sucht. Meistens wurde eine gute Proportionalitit erhalten. Be 
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Versuchsresultate. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit wurde bei einer Reihe ver- 
shiedener p,, zwischen 5 und 8 untersucht. 
stellung der einzelnen Daten findet man in der Tabelle. Die Figur 
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den in Frage kommenden Konzentrationen der Apodehydrase 
sing die Hydrierung der Co-Zymase wiihrend der ersten 2 Minuten 
proportional der Zeit. 


Eine Zusammen- 
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Behandlung Wanderung 3 
=. : . . x° I 0 
des Enzyms in cm 
LI — 0,22 1,90 
— 0,06 1,06 
0,60 1,12 
1. Ammonsulfatfillung 0,60 1,85 
2 a 1,25 1,21 
LI 0,33 2,09 
ie 0,83 2,29 
0,43 3,8 
0,49 3,65 
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LI 1,55 2,14 
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[onenbeweglichkeit der Alkohol—~Apodehydrase bei verschiedenen py. 





' zeigt die Abhingigkeit der Wanderungsgeschwindigkeit vom p,,. Man 
sieht, daB der isoelektrische Punkt des Enzyms bei p, = 5,2 liegt; 


unter Oberhalb 5,2 wandert die Alkohol—Apodehydrase anodisch, unter- 


Bel balb 5,2 kathodisch. 
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Ks kann von Interesse sein, die Lage des isoelektrische, 
Punktes bei der Alkoholdehydrase mit der Lage des isoelek. 
trischen Punktes anderer Enzyme zu vergleichen. Der isoelek. 
trische Punkt des Zwischenfermentes Warburgs aus roten Blut. 
kérperchen liegt, nach Untersuchungen von H.Theorell’), bei 5,85, 
also bedeutend héher. Fiir das Zwischenferment aus Hefe gibt ¢ 
an, daB es bei p, = 5,5 noch stark anodisch wandert. 

Bei p,,=5 bis 7 gelang es leicht, die Versuche zu reprodu. 
zieren. Oberhalb 7,5 fanden wir oft Werte, die viel kleiner a| 
erwartet waren, wie aus dem unteren Teil der Tabelle hervorgebt, 
Man diirfte annehmen kénnen, daB diese Unstimmigkeit durch 
die Absprengung eines salzartig gebundenen Teiles des Enzyn.- 
komplexes, der fiir die Enzymwirkung belanglos ist, verursacht 
wird, wodurch der elektrochemische Charakter des Enzyms ver. 
indert wurde. 

In zwei Fallen wurde eine Erscheinung beobachtet, die dari 
bestand, daB die Enzymwirkung in allen Zellen auf der Anoden- 
seite betriichtlich gréBer gefunden wurde als auf der Kathoden- 
seite. Dies konnte nicht durch eine zu grobe Wanderungsgeschwin- 
digkeit des Enzyms erklirt werden, denn die charakteristische 
Abnahme der Enzymwirkung durch die Wanderung in der Zelle —4 
im Vergleich zu —5 und —6 (sowie ein entsprechendes Auftreten 
der Wirkung in der Zelle +3) erwies sich als normal. Der er- 
wihnte Effekt war somit der Knzymwanderung iiberlagert. Die 
Krscheiaung ist wohl dadurch zu erkliren, dab Spuren von 
Schwermetall in die Lésung hineingekommen sind und die 
Aktivitit herabsetzten. Metallionen wandern wenigstens 10mal 
schneller als das Enzym, wodurch die Anodenseite metallfrei 
wird, nicht aber die Kathodenseite. Kine Enzymhemmung tritt 
daher nur an der Kathodenseite auf. 


1) Naturw. 22, 290 (19384). 
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Zum Mechanismus der Hydrosulfitreduktion der Co-Zymase. 
Von 
Harry Hellstrém. 


Mit 3-Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm ) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Dezember 1936.) 


Wie in diesem Institut gezeigt worden ist’), wirkt Co-Zymase 


‘in Verbindung mit verschiedenen Apodehydrasen als Wasserstoff- 


ibertrager. Muischt man Alkohol, Alkohol-apodehydrase und Co- 
Zymase, so wird die letztere zu Dihydro-Co-Zymase reduziert. 
Analog wird Dihydro-Co-Zymase auch gebildet in einer Mischung 
von Milchsiiure, Milchsiure-apodehydrase und Co-Zymase, sowie in 
allen anderen Co-Zymase-spezifischen Dehydrierungssystemen. Die 


‘Reduktion von Co-Zymase kann wie die von Co-Dehydrase II?) 


auch durch Hydrosulfit vollzogen werden. Dabei zeigt es sich, 
dah der Versuch verschieden ausfiallt, je nachdem, ob die Reduktion 
bei p, = 7 bis 8 oder bei p, = 12 bis 13 vorgenommen wird. Im 


rersteren Falle erhilt man bei Zusatz des Hydrosulfits eine voriiber- 
igehende Gelbfarbung der Lésung, und nach beendeter Reduktion 
fentsteht ein Produkt, das dieselbe Absorptionsbande zeigt wie 
‘enzymatisch erhaltene Dihydro-Co-Zymase und mit dieser identisch 
ist. Im letzteren Falle erhilt man ein Produkt mit stabiler gelber 
FE farbe ,gelbe Stufe“, die eine Absorptionsbande bei 360 my besitzt. 
rAdler, Hellstrém und v. Euler’) haben die Auffassung aus- 
gesprochen, daB die voriibergehende Gelbfirbung bei der Reduktion 
in schwach alkalischer Lésung einem semichinon-artigen Radikal 
rentspricht, das in stirker alkalischem Medium stabilisiert wird. 


Die bei der Hydrosulfit-reduktion erhaltenen Lésungen von 


| Vihydro-Co-Zymase sowie von gelber Stufe besitzen einige Kigen- 
‘schaften, die auf ein Gleichgewicht zwischen Co-Zymase und Hydro- 
sulfit hindeuten. Es wurde gefunden, daB die gelbe Stufe leicht 


'! H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 238, 233 (1936). 
’) Warburg, Christian u. Griese, Biochem. Z. 282, 157 (1935). 
) Diese Z. 242, 225 (1936). 
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zu Co-Zymase reoxydiert wird, wobei unter LuftabschluB eine ney 
Absorptionsbande auftritt, die bei Luftzutritt schnell verschwinde, 
Diese luftempfindliche Bande liegt an derselben Stelle wie dj 
Absorptionsbande von Hydrosulfit. Nachher konnte die Co-Zymase 
in unveranderter Menge in der Lésung wiedergefunden werdep, 
In Bicarbonat-alkalischer Liésung ist die durch Hydrosulfitreduktioy 
gewonnene Dihydro-Co-Zymase zwar bei p, = 7 stabil, zeigt abe; 
bei p, = 6 ein ausgesprochenes Optimum fiir die Reoxydation 1 
normaler Co-Zymase. 


Ich habe deswegen Versuche ausgefiihrt, um zu beweisen, dat 
ein Gleichgewicht zwischen Co-Zymase und Hydrosulfit vorliest, 
und um Anhaltspunkte iiber die Lage dieses Gleichgewichts uni 
die GréBe des Redoxpotentials der Co-Zymase zu gewinnen. 

Direkte Potentialmessungen im System Co-Zymase—Hydr. 
sulfit sind schwer durchzufiihren. Die Ejinstellung des Gleich. 
gewichts verliuft so trige, daf bei Zusatz von Hydrosulfit das 
Potential einseitig von letzterem bestimmt wird. Versucht mai 
umgekehrt von Dihydro-Co-Zymase aus das Gleichgewicht in 
p,,-Optimum der Reoxydation zu erreichen, so findet man, dab 
die Einstellung des Potentials auf einen konstanten Wert eber- 
falls sehr trige vor sich geht. Ich habe daher hauptsichlich die 
Kinetik der Bildung von Dihydro-Co-Zymase aus Co-Zymase uni 
Hydrosulfit unter besonderer Beriicksichtigung der gelben Zwischev- 
stufe studiert, um daraus Schliisse auf das Gleichgewicht zieher 
zu k6énnen. 


Bildung von Dihydro-Co-Zymase. 


Die Hydrierung von Co-Zymase mit einem Unterschub voi 
Hydrosulfit wurde zeitlich verfolgt. Die Konzentrationen von Dihydro- 
Co-Zymase sowie Hydrosulfit wurden optisch bestimmt. Die A)- 
sorptionskiivette wurde mit 3,5 ccm 0,2°/,igem NaHCO, gefiill 
und mit 0,1 ccm (0,5 mg/ccm) Hydrosulfit versetzt. Die Luft war 
vorher durch Kohlensiure verdriingt. In den ersten Minuten nahm 
die Hydrosulfit-extinktion etwas ab, wurde dann aber konstant 
Nun wurden 0,2 ccm Co-Zymase (1 mg/cem) zugesetzt und die 
Extinktionen bei 334 mu (CoH,) und 313 mp (Hydrosulfit) in ge 
wissen Zeitabstanden gemessen. Da die Maxima der Absorption 
banden der entstehenden (CoH,) und der verschwindenden Komp: 
nente (Hydrosulfit) voneinander getrennt sind, ist es méglich, beit: 
Substanzen nebeneinander zu bestimmen. Ich verzichte hier auf di 
volistandige Ausfiihrung der Berechnung und verweise auf eit 
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© nene fe {rihere Arbeit’), in welcher die Gleichungen fiir derartige Fille her- 
vindet, M™ celeitet sind. In den folgenden Gleichungen bezeichnen x und y die 
ie die ff Extinktionswerte bei 2’ = 334 mu bzw. 2” =313 muy fiir 1 cm Schicht- 
ymase fm dicke. 7, ey, a, und e@ sind die Extinktionskoeffizienten des 
evden # Hydrosuliits (H) und der Dihydro-Co-Zymase (c) bei den Wellen- 
uktion # lingen 334 bzw. 313 mu (vgl. Fig. 1). Fiir die Konzentrationen von 
t aber f Hydrosulfit c,, Dihydro-Co-Zymase ¢, gelten folgende Gleichungen: 
1On 7 . 


7706,—___——— es 
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Die Extinktionen cy, ¢7, ©, ¢c{ wurden aus den Absorp- 
8 vor tiouskurven von Hydrosulfit und Dihydro-Co-Zymase ermittelt (vgl. 
vvdro-fe Vig. 1). Werden die Zahlenwerte in Gleichung (1) eingesetzt, so 
» A  erhilt man: 


refiill 159 y — x — 188” —1 — 

~ Me (la) cy = 9 Y — * 10-3 Mol /Liter, C= ”.10-3 Mol/Liter. 
t war 6,2 ; 4,8 | 

nahn : Die mit Hilfe der Gleichung (1a) berechneten Konzentrationen von 


stant Hydrosulfit und Dihydro-Co-Zymase sind in Tab. I (S. 158) zusammengestellt. 


d di Dieser Versuch zeigt, daB Hydrosulfit in den ersten 2 Minuten 


in 8° der Reaktion verbraucht wird, ohne daB eine entsprechende Bildung 
— | Yon Dihydro-Co-Zymase stattfindet. Man kénnte ja vermuten, daB 
mp" Spuren von Sauerstoff diesen Teil des Hydrosulfits oxydiert haben. 
a | Die weitere Verfolgung der Reaktion zeigt jedoch, daB dies nicht 
uf dee 





ele '! H. Hellstrém, Biochem. Z. 258, 221 (1933). 
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Tabelle I. 





Bn i ee Sanaa —, 


Zeit nach Extinktionen bei ——s Gleichung (1a) Summe 
. erechnet, Mol/Liter gebildeter 
Seieeneal e 334 d 3 7" ze CoH, bi noch 
— s : 3 Uc = 31i “ae : 5 IN ’ 5 vorbandener 
Minuten Seon earn CoH, -10° | Na,S,0,- 10 Na,8,0, 
0 0,320 | 0,630 0,0 5,38 5,38 
2 0,215 0,360 0,457 2,88 3,34 
D 0,258 0,339 1,53 2,27 3,80 
10 0,298 0,315 2,55 1,78 4,33 
15 0,330 0,304 3,30 1,24 4.54 
20 0,350 0,300 3,75 1,02 4,77 
30 0,375 0,290 4,32 0,70 5,02 
40 0,387 0,290 4.56 0,60 5,16 
85 0,420 0,276 5,38 0,16 5,54 











Totale Co-Zymasekonzentration Co + CoH, = 9,5 -10~° Mol/Liter. 


der Fall sein kann; denn in den folgenden 80 Minuten bildet sici 
mehr Dihydro-Co-Zymase als dem gleichzeitig verschwindenden 
Hydrosulfit entspricht. Betrachtet man in jedem Zeitpunkt dieSumme 
von gebildeter Dihydro-Co-Zymase und noch anwesendem Hydro- 
sulfit, so findet man eine stetige Zunahme dieser Summe gegen 
einen Grenzwert, der dem Ausgangswert des Hydrosulfits gleich 
ist. Diese Erscheinung wird durch die Bildung einer halbhydrierten 
Zwischenstufe oder eines Anlagerungsproduktes mit abgesiittigten 
Valenzen gut erklart. 


Quantitative Versuche mit gelber Stufe. 


0,5 com Co-Zymaselésung (1 mg/ccm) wurde in 4ccm 0,1 n-NaOl 
mit iiberschiissigem Na-Hydrosulfit (10 mg) reduziert. Die Lésung 
wurde in die Absorptionskiivette gebracht und Luft so lange durch- 
geleitet, bis die Extinktion bei 313 mu konstant blieb, d. h. bis 
alles iiberschiissige Hydrosulfit oxydiert war. (Noch lingere Be- 
liiftung beeinfluBt auch das Absorptionsmaximum bei 365 mp, was 
eine Reoxydation der gelben Stufe bedeutet.) Nach Messung der 
Extinktion bei 365 und 313 mu wurde die Luft durch CO, ver- 
driingt, wodurch auch eine Ansiuerung der Liésung auf p, =! 
erreicht wurde. Man beobachtete nun eine schnelle Abnahme der 
Extinktion bei 365 mu und eine gleichzeitige Erhéhung bei 313 mz. 
Die Absorptionsbande bei 313 my ist beziiglich der Form mit 
der des Na-Hydrosulfits identisch (vgl. Fig. 2). Berechnet mat 


aus ihrer Hohe die Konzentration an Hydrosulfit, so ergibt sich. 
daf diese etwa halb so groB ist wie die der eingesetzten Co-Zy- 
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pase. DaB die gesamte vorhandene Co-Zymase bei Hydrosultit- 


gusatz wirklich reduziert worden ist, haben Adler, Hellstrém 


und v. Kuler durch die Feststellung der Stabilitaét der eingesetzten 
i(o-Zymase in hydrosulfithaltigen alkalischen Lésungen bewiesen. 


a 
° . “ 
710° 
6 + % 
' 
i 
5 i ' 
' 
4% L 
| 
or 
i I rk See —— 1 
400 380 360 340 320 300 280 260 él 
—>A ma 
Fig; 2. 


o Absorptionsspektrum von Na-Hydrosulfit in NaHCO, + CO,. 
x x Absorptionsspektrum erhalten durch Ansiuern gelber Stufe. 


‘Der Vorgang beim Einleiten von CO, in die Lisung von gelber 
‘Stufe (Herabsetzen des p,,) muB also folgender sein: 


(I) 2CoH + 2NaHSO, = 2Co + Na,S,0, + 2H,0. 


Die ,gelbe Stufe“ stellt also eine Monohydro- 


iverbindung der Co-Zymase dar. Die Versuchszahlen sind in 
‘Tab. IL enthalten. 


Tabelle LI. 























me Beim Ansiiuern von | Mol 
* Co-Zymase- | gelber Stufe auf py = 6 | AUS &15 ele 
Ver- | Konz. in der |————- appara aie ber. Konz. | Verhiiltnis 
F such Lésung Extinktions- | Extinktions- von Na,$,0,| Co-Zymase 
Mol/Liter- 10° Abnahme bei Zunahme bei/Mo}/Liter- 105 Wodenaniii 
A= 365 mu | 4= 313 mu ‘ 

| 8,8 0,300 0,530 4,5 1,96 

2 8,8 0,295 0,403 3,45 2,55 

3 8,8 0,305 0,500 4,25 2,07 
7,15 0,201*) 0,348 2.97 (2,4) 2,0*) 


*) Ein Teil der gelben Stufe war wahrscheinlich oxydiert; vollstindige 


jHydrierung sollte den Wert ¢3,, = 0,240 geben. Bringt man demnach in 
Rechnung statt des totalen Co-Zymasewertes nur den der gelben Stufe ent- 
‘sprechenden Teil der Co-Zymase, so erhilt man das Molverhiltnis 2,0. 


Bildung und Verschwinden der gelben Zwischenstufe. 


in zwei verschiedenen Versuchen wurde die Hydrierung der 


(‘0-Zymase mit zwei verschiedenen Hydrosulfit-konzentrationen 
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vorgenommen. Im ersten Versuch wurde die Absorptionskiivette 
mit 3 ccm einer Hydrosulfitlésung (4 mg/cem) gefillt und die 
Extinktion bei 404 my gemessen (diese Wellenlinge wurde ¢e. 
wihit, weil die verwendete Hydrosulfitlésung bei ktirzerer Wellen. 
linge, z. B. beim Absorptionsmaximum der gelben Stufe 365 my, 
eine zu groBe Extinktion hervorruft, wiihrend die Bildung yoy 
gelber Stufe bei der hier angewandten Co-Zymase-konzentration 
noch bequem meBbar war). 0,25 ccm Co-Zymase (6 mg/ccm) wurden 
hinzugefiigt und die Extinktion schnell gemessen. Die erste 
Messung geschah 15 Sekunden nach dem Mischen, dann wurde 
in Zeitabstinden von 10 Sekunden die Reaktion verfolgt (Fig. 3) 


€404m Re 


— — . sanentsigenntaninitategestinliionnnn 
T T I ‘ I T T ] 





Mie 
ae | 
ae 
leas ieee | 
o 7 6 3 70 
Fig. 3. 
Bildung und Verschwinden der gelben Zwischenstufe. 
Hydrosulfit: Kurve a: 4 mg/ccm. Kurve b: 1 mg/cem. 


Die Extinktion hatte schon vor der ersten Messung das Maximuu 
erreicht und fiel in den folgenden 10 Minuten zuerst schnell, dann 
langsam ab. Im zweiten Versuch wurden 3 ccm einer 4 mal ver- 
diinnteren Hydrosulfitlésung benutzt. Die Menge der Co-Zymase 
war dieselbe. Die erste Messung geschah in diesem Versucl 
10 Sekunden nach dem Mischen und man konnte hier die Kr 
reichung des Maximums der Absorption beobachten. Diese Ver- 
suche zeigen, daB die Co-Zymase schon wihrend der erste! 
Minute quantitativ in Monohydro-Co-Zymase umgesetzt 
wird, und dann allmi&hlich weiter reduziert wird. Im Fal 
der héheren Hydrosulfit-konzentration setzt die weitere Reduktio: 
friher als 15 Sekunden nach Zugabe der Co-Zymase ein, i 
anderen Versuch beginnt sie eben bei diesem Zeitpunkt. Nal 
10 Minuten waren etwa 4/, der eingesetzten Co-Zymase zu Dihydre- 
Co-Zymase reduziert. 

Zum Vergleich wurden zwei gleiche Versuche bei p,, = 
bzw. p, = 9 ausgefihrt. Bei p,, = 8 war etwa }/, in 20 Minute) 
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weiterreduziert. Bei p,, = 9 war der gleiche Anteil der gelben 
Stufe erst nach 2 Stunden in Dihydro-Co-Zymase verwandelt. 


Potentialmessungen. 


Dihydro-Co-Zymase. 5 mg Co-Zymase wurden in 1 cem NaHCO, 
| geldst, mit 4 cem Na- Hydrosulfit (2 mg/cem) gemischt und 1 Stunde stehen 
gelassen. Von der beliifteten Lisung wurden 3 ccm mit 3 ccm Wasser ge- 
mischt und die Mischung unter CO, gehalten. Das Potential der Lisung 
wurde mit einer Goldelektrode gegen ‘die Kalomelelektrode gemessen. Durch 
den CO,-Strom wurde das py bei 6 gehalten, d. h. beim p;,-Optimum der Re- 
oxydation der Dihydro-Co-Zymase. Das Potential sank wihrend 6 Stunden 
rauf —0,400 Volt. Dies zeigt, daB eine Reaktion stattfindet, wobei ein Stoff 
mit stark negativem Potential entsteht. 

Gelbe Stufe: 1 eem Co-Zymase (1 mg/cem) in 4 ccm 0,1 n-NaOH 
wurde mit 1 cem Na-Hydrosulfit (4 mg/cem) reduziert und das Potential 
‘der Goldelektrode in dieser Mischung bestimmt. / = — 0,756 Volt. Uber- 
schiissiges Hydrosulfit wurde durch Liiften oxydiert, wobei das Potential 
auf —0,220 Volt anstieg. Die Luft wurde nun mit CO, verdringt, wobei 
‘das Potential schon nach 3 Minuten bis —0,596 Volt abnahm. Aus den 
spektrophotometrischen Versuchen weiB man, dab die Bande 313 mu nach 
‘dieser Zeit ihr Maximum erreicht. Die starke Abnahme des Potentials 
pnub also in Beziehung zu dieser Bande gesetzt werden. 


Kinerselts ist gezeigt worden, daB die Bildung von Dihydro- 
\Co-Zymase tiber eine Monohydrostufe geht und daB die weitere 
Hydrierung sehr p,,-abhingig ist, dergestalt, daB diese bei p,, = 7,6 
verhi tnismaBig schnell, bei Py = 13 aber sehr langsam verliuft. 
‘Andererseits wissen wir, da® ein Gemisch von Monohydro-Co- 
Zymase und Sulfit auch in alkalischer Lésung sich in Co-Zymase 
tnd Hydrosulfit umsetzt. Monohydro-Co-Zymase steht also im 
scleichgewicht mit Hydrosulfit gemiB Gleichung I. Dieses Gleich- 
wewicht ist sehr zugunsten des Hydrosulfits verschoben. Die 
veschwindigkeit der Kinstellung des Gleichgewichtes ist sehr viel 


mroBer bei p,, = 6) als bei p,, = 13. 


lm Fall der Dihydro-Co- “Zymase ist es schwierig zu ent- 


kcheiden, ob ein Gleichgewicht CoH,/CoH vorliegt oder nicht. 


pie bisherigen Versuche ‘deuten jedoch darauf hin, daB dies der 


Fall ist. 


DaB durch Hydrosulfit reduzierte Co-Zymase unter gewissen 


Bedi ngungen nicht bestiindig ist, ist schon bekannt. Das Auftreten 





') Heian Liiften einer CO,-behandelten Lésung beobachtet man eine 





Kleine Abnahme der Extinktion bei 365 mu. Da Hydrosulfit in der vor- 


Pandenen Konzentration bei 365 mu sich nicht bemerkbar machen kann, 





mub diese Extinktionsiinderung von noch vorhandener gelber Stufe verur- 
Bacht sein, die im Gleichgewicht mit freiem Hydrosulfit steht. 
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eines negativen Potentials in solchen vor Luft geschiitzten Lésungey 
deutet auf die Bildung eines stark reduzierenden Stoffes. Zieh 
man gleichzeitig in Betracht, daBb bei p, = 6 die Dihydro-(. 
Zymase zu normaler giirungsaktiver Co-Zymase reoxydiert wird Mp0 
so ist der wahrscheinlichste Verlauf der Reaktion der folgende: 


(II) 2CoH, + 2NaHSO, = 2CoH + Na,S,O, + 2H,O (langsam verlaufend) 
(I) 2CoH +2NaHSO,=2Co + Na,S,0,+2H,O (schnell verlaufend), 


Versuche, die Bildung von Hydrosulfit in einer sulfit. 
haltigen Lésung von Dihydro-Co-Zymase optisch nachzuweisen, 
haben versagt. Dies kann den Grund haben einerseits in de 
Lage des Gleichgewichtes CoH/CoH,, und andererseits in der 
geringen Reaktionsgeschwindigkeit, mit welcher sich die Reaktio 









aa 
volizieht. Die Ansammlung von gut meBbaren Mengen des spuren- bas 
weise entstehenden Hydrosulfits kann auch bei sorgfaltigem Schutz ‘hre 


vor Luftzutritt nicht erreicht werden. 

Das Redoxpotential Co-Zymase/Monohydro-Co-Zymase kann 
aus den Gleichgewichten schiitzungsweise abgeleitet werden, De 
Versuch von Adler, Hellstrém und v. Euler (a. a. O. S. 242) 
zeigt, daB in einer alkalischen Lisung von CoH Hydrosulfit sponta: 
freigemacht wird, daB also das Gleichgewicht stark in der Richtung 
zu freiem Hydrosulfit liegt. Also besitzt Monohydro-Co-Zymase 
ein niedrigeres Potential als das Hydrosulfit. In bezug auf Dihydro- 
}o-Zymase bestehen hier dieselben Schwierigkeiten wie hei der 
Frage des Gleichgewichtes. 
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a Kommt Pyrophosphat im Muskel und in anderen Geweben vor? 
rende: & Von 
beat B. Umschweif und K. Gibayto. 
end), 

sulfit. (Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lemberg.) 

- (Der Schriftleitung zugegangen am 16. Januar 1937.) 
yeisen, 

n der 

n der 1. 
uktion MM Die vorliegende Arbeit ist in der Absicht ausgefihrt worden, 
urel Biber gewisse Behauptungen ins klare zu kommen, die in den letzten 
schute Jahren von Ferdmann, Feinschmidt und Dmitrenko»**4) 

ber das Vorkommen und die Bildung von Pyrophosphat im 

kann Muskel ausgesprochen worden sind. Bekanntlich hat K. Loh- 
: be nann®) im Jahre 1928 festgestellt, daB in Froschmuskeln und 
**"" Bkaninchenmuskeln eine Substanz vorkommt, welche durch Siure 
ontan it der gleichen Geschwindigkeits-konstante zu Orthophosphat 
tung ufgespalten wird wie das Pyrophosphat. Lohmann hat diesen 
aw toff als Pyrophosphat angesprochen, aber schon ein Jahr spiiter °) 


oi der 





rezeigt, daB das Pyrophosphat durch gelinde Alkali-wirkung aus 
ler Adenosin-triphosphorsdure entsteht, die der eigentliche 
Bestandteil des Gewebes ist. Durch Alkali-wirkung wird aus der 
Adenosin-triphosphorsiiure (Abkiirzung: ATP) das Pyrophosphat 
od Adenylsiure gebildet; durch Saiurewirkung wird sie zu Adenyl- 
iure und zu zwei Molekiilen Orthophosphorsiure gespalten. Die 
Niure-hydrolyse spaltet Adenosin-triphosphorsiiure und die Pyro- 
phosphorsiure mit derselben Geschwindigkeits-konstante. 

_ Die Frage, ob neben Adenosin-triphosphorsiiure auch Pyro- 
phosphorsiure im Muskel vorkommt, ist sowohl von Davenport 
mud Sacks’) als auch von K. Lohmann und Ph. Schuster’) 
jerneinend beantwortet worden. Weder Adenylsiiure noch Pyro- 
bhosphat kénnen im Muskel nachgewiesen werden, wenn die Kin- 
virkung von Reagentien vermieden wird, welche die chemische 
ydrolyse bewirken. Die Abwesenheit von freiem Pyrophosphat 
in Muskelextrakten ist von Lohmann und Schuster auch mittels 
ner gereinigten Pyrophosphatase aus Kaninchenleber festgestellt 
Norden, welche freies Pyrophosphat spaltet, nicht aber Adenosin- 
iiphosphorsiure. Diese Befunde sind um so sicherer, weil man 
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das Pyrophosphat in Muskelausziigen nachweisen kann, wenn gid™mestin 
einer alkalischen Hydrolyse ausgesetzt worden sind: z. B. durfmpiure 





kurzes Stehen mit Bariumhydroxyd bei Zimmertemperatur. ane 
ge : : i = uriu 
Seit 1933 erschienen Publikationen von D. Ferdman i... 










O. Feinschmidt, M. Dmitrenko und I. Galperin, in welche 
behauptet wird, daB im Muskel freies Pyrophosphat neben A‘? 
vorkommt; daB im Zusammenhang mit der Muskeltiitigkeit 1 
Ermiidung der Pyrophosphatgehalt zunimmt; daB er bei der k. 
holung wieder abnimmt. Diese Behauptungen sind durch zahlreicl 
Versuche belegt. Es wird im Anschlu8 daran behauptet, dab di 
Spaltung von Adenosin-triphosphorsiure zu Adenylsdiure wi 
Pyrophosphat zu den chemischen Vorgiingen der Muskelkontraktio 


hosp 
yrop 
rebun 
ripho 
Ephosp 








nWweé 
sum 


gehért. Durch diese Lehre werden die wesentlichsten Fragen dy 7“ 
Chemie des Muskelgewebes beriihrt. Im Zusammenhang mit da = 
Vorstellungen, welche von Parnas und Ostern®) in diesem Labonm * | " 
torium iiber den Mechanismus der Glykogenolyse entwickel tas 
worden sind, war es wichtig zu wissen, ob etwa die Anfang cy 
umsetzung der Adenosin-triphosphorsiure j to 
Hexosemonophosphat + ATP + H,O = Hexosediphosphat biiisse 

+ Adenylsiiure + Phosphat on i 


nicht etwa eine Bilanz darstellt, die sich aus der Aufspaltungiverde 
der Adenosin-triphosphorsiiure zu Pyrophosphat, und der Phosphat 
iibertragung aus dem Pyrophosphat auf Hexosemonophosphat zi Meth: 
sammensetzt. Gilt ein analoger Mechanismus auch fiir die Phospha-ittiny 
iibertragungen zwischen ATP und Kreatin? Wird auch bei de ; 
Parnasschen Phosphat-iibertragung von der Phospho-brenztraubefi%oy, | 
siiure auf Adenylsiure intermediiir Pyrophosphat gebildet? Wii)itfo; 
wenig iiberzeugend auch — dies wird in der Folge erértert -MAnye 
die Beweisfiihrung von Ferdmann und seinen Mitarbeitern eineifiqer p 
kritischen Leser erscheinen muBte: die Frage muBte doch experfnach 
mentell entschieden werden, ob im Muskel Pyrophosphat vorkomuy 


und entsteht, oder nicht. Es erschien dabei unzweckmibig, di 
. , om uty 

Versuche von Ferdmann und seinen Mitarbeitern direkt nachz- = 
: . © fos © ana \ 

priifen, denn diese Autoren haben ihre Beweisfiihrung ausschlieblic es, 
auf indirekte Berechnungen gestiitzt, ohne das Pyrophosphat jemal Bariu 


zu isolieren oder durch eine direkte qualitative Reaktion nach: fab | 
ré 


zuweisen. chaff 
Der Weg, den sie eingeschlagen haben, ist der folgende: Bei] 

1, Der Pyrophosphat-phosphor wird als Differenz der folgenden Zalila — 
berechnet: A ergibt sich aus der Differenz zwischen dem Phosphatgebi! neti 
elnstiz 


nach 7 Minuten langer Hydrolyse mit 1n-HCl bei 100° und dem direé 
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estimmbaren Phosphat in dem Barium-niederschlag aus dem Trichloressig- 
jure-extrakt des Muskels. Zahl B ist aus dem Furfurol berechnet, das aus 
jfemselben Niederschlag erhalten wird, wobei das tatsiichlich erhaltene 
urfurol durch einen Faktor « multipliziert wird, und dann durch Multi- 
likation mit dem Verhiltnis 2 P: Furfurol (62/97) auf das leicht abspaltbare 
hosphat umgerechnet. Die Zahl A wird von Ferdmann als Summe der 
vrophosphat-gruppen angesehen, die einerseits frei, andererseits in A’T'P 
rehbunden ist; die Zahl B als Pyrophosphat-phosphor, der in Adenosin- 
riphosphorsiure gebunden ist. Die Differenz (A—B) wird als freier Pyro- 
Hhosphat-phosphor betrachtet. 

Die Zahl B ist nun anfechtbar. Ferdmann!”) findet bei 
nwendung einer Methode der Furfurolbestimmung, die der von 
‘uminokura?!) nachgebildet ist, eine Furfurol-ausbeute aus 
denosin - triphosphorsaiure gleich 69°/, der darin enthaltenen 
Pentose; diese Zahl ist das Mittel von drei Bestimmungen. 

arnas und Umschweif?*) haben die Arbeit von Ferdmann 
nachgeprift und gefunden, dab die Furfurol-ausbeuten aus Adenyl- 
‘iure und aus Adenosin-triphosphorsiure viel geringer sind, und 
4)°/, nicht iiberschreiten; sie sind aber auBerdem nicht konstant 
hind nehmen mit der Menge des analysierten Nucleotids ab. Wir 
niissen die Pyrophosphat-phosphor-werte, die in den Arbeiten 
yon Ferdmann, Feinschmidt und ihren Mitarbeitern angegeben 
verden, schon aus diesem Grunde als unrichtig ansehen. 

Die Autoren kontrollieren diese Werte mittels anderer 
Methoden, die ebenfalls den Pyrophosphatgehalt indirekt be- 
timmen. Ks wird: 
| 2. das Pyrophosphat-aiquivalent der AT'P, nach der Methode 
von Parnas und Lutwak-Mann%) berechnet (Zahl C), und die 
pillerenz (A —C) als Pyrophosphat angesehen. SchlieBlich wird unter 
snwendung der Methode von Kk. Lohmann und Ph. Schuster 
ter Pyrophosphat-phosphor aus der Zunahme des Orthophosphats 
mach Incubation mit Pyrophosphatase berechnet (Zahl D). 


' Zu diesen Methoden ist zu bemerken, dab Parnas und 
Lutwak-Mann keine Unstimmigkeiten zwischen dem aus der 
Hydrolysekurve bestimmten Pyrophosphat und dem Pyrophos- 
phatiiquivalent des Aminostickstofis der ATP im umgefallten 
Parium-niederschlag aus Muskelextrakten gefunden haben; und 
la} K. Lohmann und Ph. Schuster mittels der von ihnen ge- 
Schaffenen Methode kein Pyrophosphat im Muskel finden konnten. 
pel Ferdmann, Feinschmidt und ihren Mitarbeitern aber 
eigen die Zahlen (A—B), (A—C) und D eine erstaunliche Uber- 


12° 
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II. hosp) 

Wir sind der Pyrophosphatfrage mit Hilfe einer qualitatiyamec) | 

Reaktion nachgegangen, in der Uberzeugung, daB die quantitative tibu 
Differenz-methoden ohne einen qualitativen Nachweis oder Isolieruy ab 

der untersuchten Substanz irrefiihrend sein kénnen. Das Ergehjqme™s 

war vollig negativ: Weder im frischen noch im ermiideteme2¥t 

Muskel konnten wir jemals freies Pyrophosphat nachjmabl 

















welsen. &. 
Die angewandte Methode beruht auf folgender Reaktion: A). ral 
organisches Pyrophosphat wird in waBrigen Lésungen durch Ble. ae 
nitrat bei p, =1,6 quantitativ gefallt. Unter diesen Umstiindy - 
werden kleine Mengen Orthophosphat — bis 4mg P in 100 ccm : 
sowie organische Phosphorverbindungen des Muskels nicht gefilt , 
Dies gilt fiir waibrige Lisungen: anders verliuft die Reaktia wie 
im ‘Trichloressigsiure-extrakt des Muskels. Dieser Extrakt ig,, p 
bekanntlich enteiweiBt, aber er enthilt das Glykogen in Form val apo, 
Komplexen, die sich vom Reinglykogen unterscheiden, das maf. fac 
nach alkalischer Hydrolyse isoliert. Fiigt man zu einem solchefi, yy , 
Kxtrakt Pyrophosphat und dann Bleinitrat (bei p,, = 1,6), so entsteli, .), 
kein Niederschlag, sondern nur eine Triibung, die sich mit def acon, 


durch das Glykogen bedingten summiert, und die nephelometrisc! Y, 
gemessen, oder mit der urspriinglichen verglichen werden kami, <j, 
Wir nehmen einen Trichloressigsiure-extrakt (das Enteiweibungyi cto}, 
reagens enthilt 7°/, Trichloressigsiure) aus Froschmuskeln; 1 cc, 4). 
entspricht 0,5 g Muskelfleisch; wir bringen es durch Zusatz vol.okti 
verdiinnter Salpetersiure auf p,, = 1,6, und figen Pyrophosplifsgic 
im Verhialtnis von 0,025 mg P fir 5 ccm Extrakt hinzu; die i;, , 
Menge wiirde 1 mg-°/, P fiir den frischen Muskel entsprechefoa}+ 
Fiigt man jetzt das Bleinitrat-reagens hinzu, so entsteht eine, — 
Triibung, die man schon mit bloBem Auge sehr genau von defBliche 


urspriinglichen Triibung unterscheidet. Dieser Triibungseffekf™itte] 


wird gemessen, indem man den Extrakt ohne Bleizusatz mit ded \ 
Extrakt nach Bleizusatz im Nephelometer vergleicht. nd d 


Fiigt man aber das Bleinitrat-reagens zum urspriinglichewustel 
auf p,, = 1,6 gebrachten Trichloressigsiiure-extrakt hinzu — zu deq™Mlusk« 
man kein Pyrophosphat hinzugefiigt hat! —, so wird die w™eoba 
spriingliche Triibung absolut nicht verindert: es folgt daraus, dajjiure. 
in diesem Milieu weder das Orthophosphat noch die organischeljjuch, 
Phosphorverbindungen, die im Extrakt enthalten sind, gefiliigefror 
werden, und auch keine Triibungseffekte geben. Was das Orthogiextral 
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hosphat betrifft, so haben wir gefunden, dab in Muskelausziigen 
uch noch 40 mg Orthophosphat-P in 100ccm keine Fillung oder 
ribung bedingen, Aus dem obigen Versuch geht hervor, 
aB im frischen Muskel sicher keine Pyrophosphat- 
nengen vorkommen, die 1 mg-°/, Pyrophosphat-P — in 
ezug auf den frischen Muskel — betragen oder diese 
ahl iberschreiten. 

Das eigentiimliche Verhalten des Bleipyrophosphats in Muskel- 
xtrakten hingt mit dem Glykogengehalt und dem eigentiimlichen 
jlykogenzustand zusammen. Wenn man das Glykogen durch 
peichel hydrolysiert hat, so wird zugesetztes Pyrophosphat durch 
as Bleinitrat-reagens aihnlich gefillt, wie aus wiBrigen Lésungen. 
an kann aber den Triibungseffekt nicht konstruieren, wenn man 
pfligersches Glykogen aus Leber zu einer wiaBrigen Loésung 
inzufiigt. In einer solchen Lésung fillt zwar die Hauptmenge 
es Bleipyrophosphats nicht aus, jedoch die Toleranz fir blei- 
rthophosphat unterscheidet sich kaum von der Toleranz einer 
infachen waBrigen Lésung. Nur durch Zusatz von Muskelextrakten 
ann man den charakteristischen Triibungseffekt des Pyrophosphats 
ach Zusatz von Bleireagens — unabhingig vom zugleich an- 
esenden Orthophosphat — erzeugen und messen. 

Zwischen dem nephelometrisch bestimmten 'Triibungsefiekt in 
uskelextrakten und der Menge des zugesetzten Pyrophosphats 
esteht ein linealer Zusammenhang. Wenn die Fliissigkeit saurer 
tals p, = 1,64, so ist die Empfindlichkeit der Pyrophosphat- 
eaktion verringert. Diese Reaktion haben wir als die zweck- 
niBigste gefunden und bei allen unseren Messungen angewanct. 
ie wird durch Zusatz von Salpetersiure erreicht, indem die 
Reaktion des untersuchten Extraktes in Trépfchenproben mit 
lem S6rensenschen Glykokoll-indicator und Thymolblau ver- 
lichen wurde. Dann wurde die Reaktion in einem aliquoten Teil 
hittels der Chinhydron-elektrode kontrolliert. 

Mit Hilfe dieser Reaktion versuchten wir die Anwesenheit 
iid die Bildung von freiem Pyrophosphat in Froschmuskeln fest- 
ustellen. Wir versuchten also zunichst, den Triibungseffekt in 
luskeln nachzuweisen. Wie bereits erwihnt, ist er nicht zu 
ecobachten, wenn man das Bleireagens zu einem Trichloressig- 
dure-extrakt aus frischen Froschmuskeln zusetzt; dasselbe gilt 
uch, wenn man die Muskeln in fliissiger Luft gefrieren laBt, in 
efrorenem Zustand zerkleinert, und dann mit Trichloressigsiiure 


xtrahiert. Wir haben dann die Bestimmungen an ermiideten 
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Muskeln wiederholt. Um bei den Versuchsanordnungen von |e, 


mann zu bleiben, haben wir die Frésche auf einem feuchten Bye 


durch InduktionsstéBe zum Springen gezwungen; um vollstiindige 
Krmiidung zu erreichen, haben wir sie im Strychnin-tetanns 0. 
totet; um besser kontrollierte Versuche zu haben, haben wir yy 
H'roschschenkel-praparaten die einen Schenkel frisch verarheite 
die anderen entweder direkt, oder indirekt zur Ermiidung gerejy, 
Die Verarbeitung war dann so, wie die des frischen Muskels. |) 
seinem Fall haben wir nach Zusatz des Bleireagens auch de 
zeringsten T'riibungseffekt beobachten kénnen. 

Gegen unseren Grundversuch wiire der Kinwand miéelich, daf 
der Zusatz von Bleinitrat erst nach Zusatz von Pyrophosphat 
entsprechend | mg-°/, in bezug auf den frischen Muske! 
auftritt, und daB ein Grundgehalt an Pyrophosphat durch dies 
Reaktion nicht nachweisbar ist, sondern erst nach seiner [her 
schreitung die Triibung durch Blei-pyrophosphat im Muskelextralt 
in Erscheinung tritt. Da wir keine empfindlichere, aber zugleic 
sichere Reaktion zum Nachweis von Pyrophosphat kennen, 
miissen wir diesen Kinwand wohl gelten lassen. Eines ist aber 
sicher: durch Ermiidung wird im Muskel unter keinen Umstiinder 
Pyrophosphat angehauft; jedenfalls nicht in Mengen, welch 
| mg-°/, P erreichen. 1 mg-°/, P liegt aber in den Fehlergrenze 
aller Bestimmungen von Phosphatfraktionen' im Muskel. [ve 

Pyrophosphatmengen, die Ferdmann, Feinschmidt und 
Mitarbeiter in ihren ermiideten Muskeln errechnet haben, gehen 


bis 19 mg-°/, P. 

{uf Grund dieser Feststellungen miissen wir d 
'vyrophosphat-werten, die in den hier angefiihrten Pu 
kationen von Ferdmann, Feinschmidt und Dmitrenk 


erétfentlicht worden sind, jede Realitit absprech 
ind es scheint in Anbetracht dessen iiberfliissig, 


zahlreichen theoretischen Schliisse und Vorstellunge: 
zu diskutieren, welche se Autoren auf jene Zah 
restiitzt haben. 

Wir haben versucht, auch in anderen Geweben anorganische 
Pyrophosphat nachzuweisen: Wir haben die folgenden Gewel 


repriitt: Muskeln von Frosch und Kaninchen; Leber, Niere, Lungs 


Herz, Gehirn und Riickenmark von Kaninchen. In keinem Geweh 


konnten wir Pyrophosphat nachweisen. 
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Ferd. Alle Versuche ohne Ausnahme sind auf diese Weise kontrolliert 
n Brevfamworden, daB zu dem Extrakt, in dem kein Triibungseffekt auf- 


getreten ist, Pyrophosphat zugesetzt worden ist, und zwar in der 


nus ooffmoben angefiihrten Menge, die einem Milligramm-Prozent Pyro- 
 yonmphosphat-P > — fiir das frische Gewebe — entspricht. In jedem 
rheitefFall trat dann die Triibung auf. Wir halten daraufhin die Be- 
rereizt hauptung aufrecht, dai in den untersuchten tierischen Geweben 


ls Infgkein Pyrophosphat enthalten ist. Diese Behauptung wird mit allem 
Vorbehalt ausgesprochen; denn durch experimentelle Beein 


(*7) i 

flussung des Gewebes kann vielleicht einmal Pyrophosphat 
h, dajiggar Anhiufung gebracht werden, oder aber wird eine feinere 
osphaf Methode vielleicht Mengen nachweisen kénnen, die heute nicht 
kel] nachweisbar sind, die aber jedenfalls unterhalb der hier fest- 


licsom cestellten Grenze legen. 

‘her Vie Adenosin-triphosphorsiiure, sowie andere Adenosin-poly- 
xtraktl phosphorsiiuren sind indessen in tierischen Geweben weit verbreitet: 
gleich sicher sind sie in den Geweben enthalten. in welchen wir ver- 
en, sifmcebens nach Pyrophosphat gesucht haben. Die Adenosin-poly- 
t aber phosphorsiuren sind aber unbestandige Stoffe, die in wiBrigen 
‘indenfi/™ Lisungen leicht Pyrophosphat abspalten. Daf in den Geweben 
velchefi/™ kein Pyrophosphat auftritt, kann entweder daran legen, daB die 
renveiff/™ Adenosin-polyphosphorsaiuren in den Zellen so stabilisiert sind, 

‘Mdaf keine Pyrophosphat-abspaltung stattfindet, oder aber der 
| ihre Organismus ist gegen die Anhéufung von anorganischem Pyrophos- 
sehen phat durch Pyrophosphatasen geschitzt; ahnlich, wie die Katalase 

ellen und Gewebe gegen die Anhiufung von Wasserstof{-super- 
lel oxyd schiitzt. In dieser Funktion vermuten wir den Sinn der 
uli Pyrophosphatase, welche anorganisches Pyrophosphat zu Ortho- 
phosphat aufspaltet. 
ae Versuche. 

Frische oder gefrorene Muskeln werden mit dem gleichen Volumen 
a4 i’ ,iger Trichloressigsiure fein zerrieben, ausgepreBt, die Flissigkeit filtriert, 
eSB bei O° zu py = 7 neutralisiert und mit Wasser so aufgefiillt, daB 1 cem 
(0.5 ¢ frischen Muskels entspricht. Die Flissigkeit wird bei 0° aufbewalrt. 


sches Fir eine Bestimmungsreihe wird dieser Extrakt doppelt verdiinnt, 
we inde man ihn zugleich, wie oben beschrieben, mit verdiinnter Salpetersdure 
ng aut p, 1,64 bringt. Je 10 cem dieser Lésung werden mit Wasser —— oder mit 
emer Losung von Natriumpyrophosphat — auf 13 ccm aufgefiillt. Zu der 
(in Eiswasser gekihlten Fliissigkeit werden 2 cem bei Zimmertemperatur 


| cesattigter Bleinitratlisung hinzugef tit. 
Man laBt die Proben bei Zimmertemperatui 30 Minuten stehen und 
PVergielent sie im Nephelomete: von Kleinmann (von Sehmidt & Haensch. 
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Modell mit konischen Tauchgliisern) sei es mit dem urspriinglichen Extrak, 
sei es mit frisch bereiteten Lésungen von Glykogen. 

Die Extrakte zeigen natiirlich einen Tyndall-effekt, der vom Muske. 
glykogen herrihrt; auf den frischen Muskel berechnet findet man Triibungey, 
die 1—1,6°/, Glykogen entsprechen*). Als Triibungseffekt des zugesetzte, 
Pyrophosphats bezeichnen wir den Unterschied — ausgedriickt in Glykogen ~ 
zwischen dem mit Bleinitrat versetzten Extrakt + Pyrophosphat, und dey 
Extrakt allein. Der Triibungseffekt, der durch 0,05 mg Pyrophosphat-p 


bewirkt wird, entspricht der Triibung, die einem Mehrgehalt von 1,25°/, Gly. 
kogen in den urspriinglichen 2,5 g-Muskel entspricht. 


Zusammenfassung. 


Durch Anwendung einer qualitativen Reaktion auf anorganisches 
Pyrophosphat wird festgestellt, da8 im Frosch- und Kaninchen. 
muskel freies anorganisches Pyrophosphat nicht enthalten itt 
und bei Muskeltitigkeit und Ermiidung nicht angehauft wird. 


Wir danken Herrn Professor Parnas fir die Férderuns 
und Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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*) Da man ungereinigtes Muskelglykogen mit Pfliigerschem gereinigten 
Leberglykogen nephelometrisch selbstverstindlich nicht vergleichen kanz, 
so enthalten diese Zahlen keinerlei Aussage iiber den Glykogengehalt des 
Muskels. 
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Uber die Umlagerung des Ergosterins mit Nickel. 
Von 


F. Laucht. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitéts-Laboratorium Géottingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1937.) 


Wie Windaus?) gefunden hat, erleidet Cholesterin beim Er- 
hitzen mit Nickel eine merkwiirdige Umlagerung; die sekundire 
| Alkoholgruppe wird zur Ketogruppe dehydriert, wobei sich der 
Wasserstoff an die Doppelbindung anlagert. Ks entstehen so 
/2 Ketone, Cholestanon und Koprostanon; diese unterscheiden sich 
‘durch verschiedene sterische Anordnung am Kohlenstoffatom 5, 
| las infolge Aufhebung der Doppelbindung zum Asymmetriezentrum 
‘geworden ist; im Cholestanon sind die Ringe A und B in trans- 
‘Stellung, im Koprostanon in cis-Stellung verkniipft. 
| Ergosterin und Dehydroergosterin werden von Nickel eben- 
‘falls umgelagert?). Aus Ergosterin entstehen 2 Ketone, von denen 
‘das eine mit dem Keton des Dihydroergosterins identisch ist. 
‘Das andere Keton ist u-Ergostadienon benannt worden; es gibt 
‘bei der Perhydrierung einen gesittigten Alkohol, der mit keinem 
‘der bisher bekannten Isomeren des Ergostanols identisch ist. Es 
liegt jedoch die Vermutung nahe, daB u-Ergostanol ein Homologes 
‘des epi-Koprosterins ist. Hierfiir spricht die Tatsache, da8 Ergo- 
‘stadienon in der gleichen Weise wie Cholestanon entsteht, nimlich 
‘durch Dehydrierung der Alkoholgruppe unter gleichzeitiger Hydrie- 
tung der Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 5 und 6. 
‘Nach den Untersuchungen Auhagens scheinen die iibrigen 
‘Doppelbindungen des Ergosterins nicht befihigt zu sein, Wasser- 
stoff auf diese Art aufzunehmen; so bleibt beispielsweise Dihydro- 
fergosterin beim Erhitzen mit Nickel unverindert’). Ketone, bei 
‘denen die Ringe A und B in cis-Stellung verkniipft sind, geben 
bei der Reduktion mit Natrium und Alkohol epi-Derivate; so 
reatsteht aus Koprostanon epi-Koprosterin!). Dies berechtigt zu 
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der Annahme, daB sich die Hydroxylgruppe im u-Ergostadieno! 
ebenfalls in der epi-Stellung befindet. Es ist daher nicht aus. 
geschlossen, dab im u-Ergostanol das cis-Derivat des epi-Ergo. 
stanols vorliegt. Da cis-Derivate*) des Ergostanols bisher nicht 
bekannt sind, ihre Darstellung jedoch im Hinblick auf zahlreiche 
perhydrierte Bestrahlungsprodukte wiinschenswert ist, habe ich 
auf Veranlassung von Herrn Prof. Windaus die Untersuchung 
der u-Stoffe wieder aufgenommen. 

Zunachst habe ich das u-Ergostanol in bezug auf die Bildung 
von Additionsverbindungen und Mischkrystallen mit anderen ge. 
siittigten Sterinalkoholen untersucht. Wie Lettré*) eingehend 
dargelegt hat, sind hierfiir die sterischen Anordnungen am Kohlei- 
stoff 3 und 5 von ausschlaggebender Bedeutung. Fiir die Bildung 
von Additionsverbindungen ist erforderlich, daB die beiden Alkohole 
in diesen Asymmetriezentren entgegengesetzte Konfiguration zeigen, 
was durch folgende Skizze veranschaulicht wird: 


_ keine Verbd. ae 
Dihydrocholesterin .- - + - - + epi-Dihydrocholesterin 


. , . 4 P *. Y 
keine Verbd. Additi onsverbd. keine Verbd. 


de 
vf 


Koprosterin on Verbd. epi-Koprosterin 

Fiir die Bildung von Mischkrystallen scheint ebenfalls die 
Verkniipfungsart der Ringe A und B sowie die Stellung der 
Hydroxylgruppe von entscheidender Bedeutung zu sein, _ nicht 
dagegen die Linge der Seitenkette. So bilden Dihydrocholesterin 
und Ergostanol, die nur in der Seitenkette verschieden sind, eine 
liickenlose Reihe von Mischkrystallen. miteinander; auch kénnei 
sie sich in ihren Additionsverbindungen gegenseitig vertreten. 
Die Aufnahme von Schmelzdiagrammen ergab nun, daB Ergo- 
stanol und u-Ergostanol eine Additionsverbindung bilden (Fig. |\ 
Weiterhin geben epi-Koprosterin und u-Ergostanol eine liicken- 
lose Reihe von Mischkrystallen miteinander (Fig. 2). Dies sprichi 
fiir die Vermutung, daB die beiden Stoffe Homologe sind. 

Ich habe dann versucht, das u-Ergostanol oxydativ abzubauen. 
Die schwere Zuginglichkeit des Materials konnte durch die 





Ab 
Dil 


*) Das Prifix ,,cis“ soll sich nur auf die Verkniipfungsart der Ringe 4 punkt 
und B_ beziehen. 
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Abscheidung des u-Ergostadienols als Additionsverbindung mit 
Dihydroergosterin behoben werden. 


4o 







Fig. 3 zeigt das Schmelz- 
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zerlegt werden; u-Ergostadienol fallt nicht mit Digitonin, sein 
Benzoat ist leichter léslich als das des Dihydroergosterins. Die 
Oxydation des u-Ergostanolacetats mit Chromsiure zeigte ein un- 
erwartetes Ergebnis. Aus dem Neutralteil wurde ein Semicarbazon 
isoliert, das, wie die Analysenzahlen eindeutig zeigen, 2 Kohlen- 
stoffatome mehr enthilt als die von Ruzicka‘) dargestellten 
Oxyketone. Es handelt sich wahrscheinlich um ein Oxyketon 
vom ‘l'ypus des Pregnanol-(3)-on-(20). Wegen der geringen Menge 
an erhaltenem Material konnte die Uberfiithrung ins Diol oder 
Diketon und der Vergleich mit Pregnandiol bzw. Pregnandion 
bisher nicht durchgefiihrt werden. 

Vor kurzem hat Fernholz®) eine Partialsynthese des Pseudo- 
ergostans veréffentlicht. Ich habe daraufhin aus u-Ergostanol 
den zugehérigen Kohlenwasserstofi, das u-Ergostan, hergestellt. 
Dieses ist im Schmelzpunkt und in der Drehung verschieden von 
dem aus Cholansiure dargestellten Pseudoergostan. Leider lassen 
sich hieraus keine SchluBfolgerungen auf das u-Ergostan ziehen, 
da bei der Synthese am Kohlenstoffatom 24 ein neues Asymmetrie- 
zentrum entsteht, iiber dessen Konfiguration man nichts aussagen 
kann. So ist auch das synthetische Ergostan®) im Schmelzpunkt 
und in der Drehung etwas verschieden vom natiirlichen. 


Herrn Prof. Windaus bin ich fiir die Unterstiitzung meiner 
Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung der Additionsverbindung. In einem Scbliffkolben 
mit seitlichem Gaseinleitungsrohr werden 6 g voluminéses Nickeloxyd mit 


Wasserstoff bei 290° reduziert; der Wasserdampf entweicht durch den Schliff 


in ein rechtwinklig abgebogenes Rohr, an dessen Ende sich ein Blasen- 
ziihler befindet. Nach beendeter Reduktion wird auf luftfreies, trocknes 
Kohlendioxyd mittels eines Dreiwegehahnes umgeschaltet. Nach Verdriingen 
des Wasserstoffs werden durch den Schiliff 20 g getrocknetes Ergosterin ein- 
gefiihrt. Man erhitzt 3'/, Stunden auf 225°, wiihrenddessen leitet man einen 
langsamen Kohlendioxydstrom durch die Apparatur, um das Eindringen vou 
Luft zu verhindern. Nach dem Erkalten extrahiert man die Masse mit 
Ather, verdampft und hydriert den Riickstand mit etwa 40 g Natrium und 
Alkohol in der iiblichen Weise. Nach beendeter Reduktion gieBt man die 
heiBe Lésung in etwa 2 Liter kaltes Wasser und filtriert nach langem 
Stehen ab. Nach scharfem Absaugen wird die Substanz in hochsiedendem 
Petrolither gelést, das noch anhaftende Wasser im Scheidetrichter abgelassen 
und die Lésung mit Wasser nachgewaschen. Nach dem Einengen der Lésung 
fillt die Additionsverbindung aus. Sie wird aus Alkohol-: umkrystallisiert 
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in Blittechen vom Schmelzp, 195° erhalten; aus Ather-Alkohol erhiilt 


man Nadeln. 


21,6 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm, « = + 0,15°, [a]2° = + 13,9°. 


2. Zerlegung der Additionsverbindung. Zweckmiibigerweise scheidet 
man die Hauptmenge des Dihydroergosterins als schwerlisliches Benzoat 
ab, Wihrend der Rest nach Verseifung der Mutterlauge mit Digitonin gefillt 


' wird. Folgende Arbeitsweise hat sich dabei bewihrt. Die Additions- 
: yerbindung wird in so wenig wie méglich heiBem Chloroform—Pyridin ge- 


list und nach Zusatz von Benzoylchlorid auf dem Wasserbad erwirmt. 
Beim Erkalten scheidet sich die Hauptmenge des Dihydroergosterin-benzoats 
ab. Nach langem Stehen saugt man scharf ab und wiischt mit Methanol 


nach. Dihydroergosterin-benzoat wird aus Essigester umkrystallisiert. Es 


ist fast unléslich in Methanol, leichter léslich in Ather, Chloroform, Petrol 
‘ither, Kssigester. Blittchen vom Schmelzp.198°; 14,7mg Subst., 2cem Chloro 


form, /= 1 dm, « = — 0,05°, [@]}9 = —6,1°. Beim Verseifen mit alkoholischer 
' Kalilauge erhiilt man Dihydroergosterin vom Schmelzp. 173°, letzteres gibt 
| bei der Benzoylierung wieder den Ester vom Schmelzp. 198°. 


Das Filtrat wird eingeengt und mit Methanol versetzt, wobei die 


| Benzoesiiureester fast vollstiindig ausfallen. Das so erhaltene Rohbenzoat 
wird in der 40fachen Menge Athylalkohol aufgeschlimmt und mit Kali- 


lauge verseift, wobei es in Lésung geht. Beim Erkalten scheidet sich rohes 
u-Ergostadienol vom Schmelzp. 170—190° ab; es wird abfiltriert, in 96°/, igem 


| Alkohol gelést und mit Digitoninlésung versetzt. Nach dem Abfiltrieren 


des Dihydroergosterin - digitonids wird das Filtrat eingedampft und der 
Riickstand mit niedrigsiedendem Petroliither aus der Hiilse extrahiert. Nach 
dem Verdampfen des Petrolithers lést man in Alkohol. Aus dieser Liésung 


| krystallisiert reines u-Ergostadienol vom Schmelzp. 170°. Es gibt bei der 
Benzoy lierung ein Benzoat vom Schmelzp. 159°, das sehr schwer in Methanol, 
‘leicht léslich in Chloroform ist. 15,8 mg Subst., 2 cem Chloroform, /= i dm, 
Fa=+0,4°, [a]2° = + 50,6°. 


3. Abbau des u-Ergostanols. 4,8 ¢ u-Ergostanolacetat werden nach 
den Angaben Ruzickas mit Chromsiure oxydiert. Der saure Anteil des 


| Oxydationsproduktes ist iuBerst gering und wurde nicht weiter untersucht, 
da die fragliche epi-3-Oxy-cholansiure bis jetzt noch nicht bekannt ist. Aus 


dem Neutralteil wurde neben unverindertem Ausgangsmaterial ein O1 er- 


| halten, das beim Behandeln mit Semicarbacidacetat ein krystallisiertes Semi- 
| carbazon von Schmelzp. 232° gibt. Feine Nadeln aus Methanol. 


4,237, 3,100 mg Subst.: 10,820, 7,870 mg CO,, 3,660, 2,650 mg H,O. — 


1.570 mg Subst.: 0,166 cem Ny, 22,5°, 759 mm. 


C.,H,0,Ns Ber. C 69,01 H 9,42 N 10,07 
Gef. ,, 69,65 9» 9,66 », 10,24 
» —-9y,-:« 69,24 » 9,56 


4. Darstellung von u-Ergostan. u-Ergostanol wird mit der 1,5 Atomen 


Sauerstoff entsprechenden Menge Chromsiure in Eisessig bei Zimmertem- 
| peratur 36 Stunden stehen gelassen. Die Lésung wird mit etwas Alkohol 
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versetzt und i. V. eingedampft. Dann wird mit Wasser versetzt und aus. 
geiithert. Das Keton wird aus Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 94° 
Das Keton wird in Eisessig gelést und mit Zink und Salzsiure 5 Stunden 
reduziert. Dann versetzt man mit Wasser und iithert aus. Die idtherische 
Lésung wird getrocknet, eingeengt und mit konzentrierter Schwefelsiiure yer- 
setzt. Beim Verdunsten des Athers krystallisiert der Kohlenwasserstoff aus. [: 
wird mehrmals aus Aceton umkrystallisiert und schmilzt dann bei 55°. 16,0 mg 
Subst., 2cem Chloroform, a = 0,16°, [a]}* = + 20,0°. 


1,680 mg Subst.: 5,350 mg CO,, 1,930 mg H,0O. 


Ooi. Ber. .C 86,93 Hl 13,07 
Gef. ,, 86,88 »» 12,86 
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Das Fehlen der Pterine 
in den Exkrementen pterinfiihrender Insekten. 


Von 


Erich Becker. 


{us dem Institut fiir organische Chemie der Technischen Hochschule Darmstadt.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Januar 1937.) 


Die Frage nach der Bedeutung der Pigmente aus der Gruppe 


S jer Pterine fiir den Insektenorganismus ist noch ungeklirt. So- 


lange man diese Pigmente mit F. G. Hopkins fiir Harnsiure 
und einfache Abkémmlinge derselben hielt, schien ihre Bedeutung 
klar zu sein. Man sah sie als echte Exkretionsprodukte an, durch 
deren Kinlagerung in die Fliigel die eigentlichen Exkretionsorgane, 
lie Malpighischen GefiBe, entlastet wiirden’). Diese Ansicht 
schien vor allem dadurch gestiitzt, daB Hopkins in den Exkreten 
frisch geschliipfter Citronenfalter mittels der sogenannten Lepido- 
porphyrin-reaktion dasselbe gelbe Pigment nachgewiesen zu haben 


vlaubte, das er auch in den Fligeln gefunden hatte, und ferner 


dadurch, daB das weibe Fliigelpigment der Pieriden identisch 
schien mit Harnsiiure, die als wesentlichstes Endprodukt des 


i Stickstoffstoffwechsels der Insekten bekannt ist. Die Pieriden- 


pigmente wurden demzufolge in der vergleichenden Physiologie 


als das Musterbeispiel einer biologischen Verwertung echter Ex- 
'krete behandelt?), und durch eine Arbeit von Wigglesworth 
Fiber den Verlauf der Pigmenteinlagerung bei Pieris schienen die 


exkretorische Natur der Pterine und ihre Beziehungen zur Ge- 


| samtharnsiiure des Kérpers sogar quantitativ nachgewiesen zu sein °). 


Nachdem jedoch die Pterine als eine besondere Klasse von 


| Naturstoffen erkannt worden waren* ), die nach den bisherigen 
‘Ergebnissen der Konstitutionsermittlung nicht in einfacher Be- 


wiehung zu den Purinen stehen diirfte, schien die Annahme einer 


F¢xkretorischen Natur der Pterine einer Nachpriifung bediirftig. 


Kine derartige Untersuchung schien vor allem deshalb ndétig 


zu sein, weil Koschara das regelmaBige Vorkommen von Uro- 
pterin im normalen Siugetierharn nachgewiesen und die weite 
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Verbreitung von Vertretern der Xanthopteringruppe gezeigt hatte® 
Ferner ist nach den Untersuchungen von Tschesche und Wolt 
tiber den Ziegenmilchanimie-Faktor eine spezielle physiologische 
Bedeutung der Pterine wahrscheinlich™), was gleichfalls gegey 
eine Exkretnatur dieser Kérper spricht. 

Nach Ausarbeitung der Mikromethodik zum Xanthopterin- 
nachweis’) war zur Klirung der Frage nach dem Vorkommen 
von Pterinen in Insektenexkrementen die Untersuchung der Ex. 
krete solcher Insekten besonders geeignet, die Xanthopterin als 
Pigment fiihren, zumal ja Hopkins die gelbe Komponente der 
Exkrete von Citronenfaltern fiir Xanthopterin gehalten hatte. Zy 
einer solchen Untersuchung standen eine gréBere Menge von 
Exkreten frisch geschliipfter Hornissen (Vespacrabro), deren gelhe 
Zeichnungselemente im wesentlichen Xanthopterin fiihren§), und 
weiterhin die Exkrete einiger frisch geschliipfter Citronenfalter 
(Gonepteryx rhamni) zur Verfiigung. 


Die Hornissenexkrete. Die Hornissen geben kurz nach dem Schliipfer 
und Verlassen der Brutzelle ein Exkret von sich, das aus dem festen, fast 
rein weiBen Inhalt der Malpighischen GefaBe und einer farblosen oder 
schwach briunlichen Fliissigkeit besteht. Die Ausscheidungen einiger hunder 
schliipfender Hornissen wurden auf dem Boden des Schliipfkifigs auf. 
trocknen gelassen und nachher mit einem Messer abgehoben. So wurde 
insgesamt 1,34 g lufttrockner Exkremente erhalten, die allerdings mit Puppen- 
hiillen und Nestresten stark verunreinigt waren. Sie wurden im Schnell: 
extraktionsapparat 2 Stunden mit absolutem Alkohol extrahiert. Der Alkohol 
wurde eingedampft; der geringe Riickstand ergab mit Xanthydrol nach 
Fosse keinerlei krystalline Fallung; Harnstoff war also nicht nachzuweisen. 

Die Exkretmasse wurde im Exsiccator vom Alkohol befreit und in 
20 cem 1n-Natronlauge gelést. Die dabei erhaltene braune Lésung wurde 
von der groBen Menge ungeléster grober Verunreinigungen abzentrifugiert: 
der Zentrifugenriickstand wurde mit 5 ccm 1n-Natronlauge nochmals aut 
geriihrt und wieder zentrifugiert. Die beiden natronalkalischen Loésungen 
wurden vereinigt und mit 25 ccm 2n-Salzsiiure versetzt, wobei ein dichter 
amorpher weiBer Niederschlag ausfiel, der nach kurzem Stehen durel:- 
krystallisierte. Er wurde abzentrifugiert, mit 25 ccm 1 n-Salzsiure kurz aus 
gekocht, abgesaugt und gewaschen. Nach dem Trocknen im Exsicecator wog 
diese Harnsiurefillung 590 mg. 

Die salzsaure Mutterlauge der Harnsiiurefillung wurde mit Natrium 
acetat abgestumpft. Dabei wurde keinerlei Fillung oder Triibung erhalten, 
auch zeigte die Lésung unter der Quarzlampe nur eine schmutzig graubraunt 
Fluorescenz, die auch bei Sodazusatz erhalten blieb. Ein kleiner Teil det 
Lésung wurde im Exsiccator zur Trockne eingedampft, der gréBere Tei 
wurde im 15mm-Rohr durch 20 mm Frankonit gesaugt. Dieses hielt # 
seiner Oberfliiche etwas braune Substanz fest, doch zeigte sich keine Ar 
deutung eines Xanthopterinrings; auch bei Elutionsversuchen mit Boratpufle 
von py 9,2, 4°%/,igem Pyridinwasser und n/2-Ammoniak konnte keine AD 
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deutung von Xanthopterin beobachtet werden. Ebenso wurde kein Hinweis 
guf das Vorliegen von Xanthopterin gewonnen, als der zur Trockne ge- 
prachte Teil der abgestumpften Lésung mit 0,01°/,iger methanolischer Salz- 
siure angerieben und die so erhaltene Lésung durch Aluminiumoxyd im 
Mikroadsorptionsrohr gesaugt wurde. Xanthopterin war also sicher nicht 


: vorhanden. 


Die oben als Harnsiurefillung bezeichnete Substanz wurde in 175 cem 
siedender 1n-Sodalosung gelést und die briiunliche Lésung mit etwas Tier- 
kohle entfiirbt. Die nach dem Filtrieren véllig klare und farblose Liésung 
zeigte unter der Analysenlampe nur eine ganz schwach hellblaue Fluores- 
cenz; bei Anwesenheit von Leukopterin hitte die Lésung im Tageslicht 
gelblich aussehen und vor allem unter der Quarzlampe intensiv violette 
Fluorescenz zeigen miissen, die bei sodaalkalischen Leukopterinlésungen 
auch bei starker Verdiinnung noch deutlich ist. Die Lésung schied langsam 
ein vollig weiBes Natriumsalz in Nadeln aus. Dieses w urde abgesaugt, in 
100 cem siedender n/5-Natronlauge gelést und heib mit 10 cem Salzsiure 
1,19 versetzt. Sofort begann die Krystallisation der Harnsiiure, deren Vor- 
liegen durch die Analyse und qualitative Reaktionen sichergestellt wurde. 

4,859 mg Subst. (beim Trocknen i. Hochv. bei 140° keine Gewichts- 
abnahme): 6,345 mg CO,, 1,020 mg H,O. — 29,71 mg Subst.: 14,18 ecm 
n 20-HCI. 

Harnsiure Ber. C 35,71 H 2,38 N 33,33 
Gef. ,, 3561 ,, 2,35 ,, 88,43. 

Dieses reinste Produkt gab die Murexidreaktion; eine Lésung in Soda 
reduzierte ammoniakalische Silbernitratlésung in der Kiilte augenblicklich. 
Die Exkrete der schliipfenden Hornissen bestehen demnach im wesentlichen 
aus Harnsdure; sie enthalten keinen Harnstoff und weder Xanthopterin 
noch Leukopterin. 

Die Exkrete von Gon. rhamni. Da von Exkreten vom Citronenfalter 
nur wenig Material zur Verfiigung stand, wurden sie lediglich mikrochemisch 
auf Xanthopterin gepriift. Die Exkrete der leuchtend gelben Miinnchen und 
die der blasseren Weibchen zeigen im Aussehen und im Verhalten keine 
wesentlichen Unterschiede. Sie sind fliissig, gelbbraun, reagieren gegen 
Lackmus sauer und geben beim KEintrocknen einen lackartigen braunen 
tiickstand. Zentrifugiert man das frisch abgegebene Exkret eines Tieres im 


? 


s Spitzrdhrchen, so scheidet sich eine klare gelbe Lésung von einem grau- 


braunen Riickstand: der gelbe Farbstoff ist also bei schwach saurer Reaktion, 
die etwa dem Léslichkeitsminimum des Xanthopterins entspricht, recht gut 
lislich. Besser als in Wasser list sich die gelbe Substanz nach dem Trocknen 


in Methanol, noch besser in Eisessig und spielend in 2n-Essigsiure. Die 


Fluorescenz unter der Quarzlampe ist in Essigsiiure violett, in Soda hell- 
blau. Eine Lésung des Trockenriickstands in 209), iger Schwefelsiure zeigte 
keine Rotfluorescenz. Bei der Adsorption an Frankonit KL aus Phosphat- 
puffer vom py, 7,6 wird ganz oben eine braune Zone festgehalten, die im 
U.V. nicht fluoresciert. Mit Boratpuffer vom py 9,2 oder 4°/,igem Pyridin- 


| Wasser erhaltene Eluate zeigen in ihrer Fiirbung und in ile Fluorescenz- 


Verhalten keine Anzeichen von Xanthopterin. Bei Adsorption aus 0,01 °/, iger 
methanolischer Salzsiiure wird im Mikrorohr von Aluminiumoxyd ganz oben 
eine graugriine Zone festgehalten, die im U.V. blau fluoresciert; ein Xantho- 


| Pterinring ist nicht zu sehen. 
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Die braungelbe Fiirbung der Exkrete schliipfender Citronenfalter jy 
also nach der Léslichkeit, der Fluorescenz und dem Adsorptionsverhaltey 
des Farbstoffs nicht auf Xanthopterin zuriickzufiihren. Xanthopterin konnt 
in diesen Exkreten nicht nachgewiesen werden, obwohl die angewandte 
Methodik noch 1—2 y hatte erkennen lassen. 





Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung ist, da8 Xantho. 


pterin in den Exkreten der Hornisse, die in den Duplikaturey 
des Integuments Xanthopterin fiihrt, und des Citronenfalters, de 
in den Fligelschuppen Xanthopterin enthilt, nicht vorhanden ist, 
Im Exkret der Hornisse wurde Harnsiiure in groBen Menge 
nachgewiesen. Dieses Resultat stimmt iiberein mit dem Ergebnis 
einer Untersuchung von Wieland und Mitarbeitern®), die in den 
Exkreten schliipfender Kohlweiflinge (Pieris brassicae), die in den 
Fliigelschuppen Leukopterin fiihren, nur Harnsiure, aber kei 
Leukopterin nachweisen konnten. 

Es ist also nach dem bei Pieris, Gonepterex und Vespa iiber- 
einstimmenden Untersuchungsergebnis sicher, daB bei den Insekter, 
die Pterin als Pigment ablagern, in den Exkreten der frisch ge. 
schliipften Tiere mikrochemisch nachweisbare Mengen von Pterinen 
nicht vorkommen. Sie werden demnach von den Malpighischen 
GefiBen, den eigentlichen Ausscheidungsorganen, nicht aus 
eeschieden. Das kann einmal darauf beruhen, da sie nur in der 
Zellen und Geweben gebildet werden, in denen sie zur Ablagerung 
kommen, und zweitens darauf zuriickzufiihren sein, daB Pterin 
die Malpighischen GefaiBe nicht passieren kann, da es _ nicht 
exkretionsreif ist. Auf jeden Fall wird man die Pterine nicht al 
Exkrete im engeren Sinn auffassen diirfen, wie das bisher ge. 
schehen ist. Ihre Ablagerung als Pigmente ist ein Vorgang, de 
sich heute noch nicht teleologisch erkliren laBt. Wir wissen auc 
nicht, ob die Pterine bei den Insekten eine funktionelle Bedeutung 
bei gewissen allgemein wichtigen Stoffwechselprozessen haben, wie 
es bei den Séugetieren der Fall zu sein scheint, und nur nebenbe 
gespeichert werden, oder ob sie nur zum Zwecke der Ablagerung 
und der Beseitigung stickstoffhaltiger Endprodukte des Stoffwechsel 
gebildet werden. 
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sbnis 

den 

den /™% Bei der Beschaftigung mit der prosthetischen Gruppe des 


kein leicht abspaltbaren“ EKisens fanden wir, daB man _ verhiltnis- 
-mibig einfach aus Liésungen von roten Blutkérperchen ein Himin 
iber- @cewinnen kann, das sich durch seine Wasserléslichkeit vom 
kten, J cewOhnlichen Himin bzw. Himatin unterscheidet. Es ist dadurch 
| ge- ME cekennzeichnet, daB es mit N-haltigen Basen, beispielsweise Pyridin, 
‘inen { .Himochromogene“ von den charakteristischen spektralen Kigen- 
chen (@schaften des Cytochroms c liefert. Wir wollen es daher im folgenden 
aus- Me vorliufig als ein c-Hiimin bezeichnen. 
den . 


rung a — - , i 
Bereits in der 1. Mitteilung der Eisenstudien*) (1925) wurde 


tern 
vicht Mecarauf hingewiesen, daB Ultrafiltrate pepsinverdauter Blutlésungen 














| ak Mecmue mehr oder weniger starke gelbe bis hellbraune Verfarbung 
ge. veigen. Schon damals wurde betont, daB es sich hierbei offenbar 
der (Echt um Hamatin handelt. Auch wurde bereits festgestellt, daB 


der Farbstoff nicht aitherléslich ist. Wir haben die Beobachtungen 
tung (|e “eder aufgegriffen und haben die gefirbten Ultrafiltrate peptisch 
wie rdauter Blutkérperchen-Lésungen niiher untersucht. 

abe Der Farbstoff lift sich, wie wir fanden, weder mit Ather 
noch Kssigester, Benzol, Amylalkohol, Chloroform oder Pyridin— 
-\ther ausschiitteln. Wie bereits angegeben’), findet man bei der 
‘spektroskopischen Untersuchung derartiger im Vakuum bis zu ge- 
eigneter Farbtiefe eingeengter Ultrafiltrate keine Anzeichen fiir 
Himatin. Im sichtbaren Teil des Spektrums sind auch in groBer 


auch 


Se! Nchichtdicke der tiefbraunen hiimatinfarbenen Liésung keine Ab- 
Op!, : : ° ° ° ° 

he Sorptionsmaxima nachweisbar. Macht man alkalisch, so tritt keine 
Ant. @Anderung in der Farbe und im spektroskopischen Befund ein. 


‘ibt man aber zu der alkalisierten Lésung ein Reduktionsmittel, 
936). Mecispielsweise Stokes’ Reagens oder Natriumhydrosulfit, so erhilt 


13* 
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oo 


man ein deutliches zweistreifiges Hiimochromogen-Spektrum. Vo, 
den Himatin-Hiimochromogenen unterscheidet es sich in charakte. 
ristischer Weise durch seine starke Verschiebung nach dem kur. 
welligen Ende. Die ausgemessenen Mitten der beiden Absorptions. 
banden liegen bei 
I etwa 551 mu Il etwa 523—521 mu. 

Bei Zusatz von Nicotin oder Pyridin werden die beiday 
Streifen wesentlich intensiver und die Mitten riicken deutlich noc} 
weiter nach dem kurzwelligen Ende. 


Beispielsweise waren im Konzentrat eines Ultrafiltrates von peptisc) 
verdautem Blut (gewaschene Rinderblutkérperchen) bei alkalischer Reduktion 
mit Hydrosulfit die Mitten der Banden 

ohne Pyridin. . . I 550,5 II 523 
nach Pyridinzusatz I 549,0 If 519,7. 


Von den beiden Banden ist I die wesentlich intensivere. Der Streifen || 
ist bei geringerer Konzentration und bei zu geringer Schichtdicke nur schwac 
oder nur angedeutet sichtbar. Ihrer Lage nach entsprechen die beida 
Banden annihernd denjenigen des an verschiedenem Material und unte 
verschiedenen Bedingungen untersuchten Cytochrom ec. 


Wir versuchten festzustellen, ob das gesamte wasserlésliche 
c-Himin oder nur ein Teil davon ins Ultrafiltrat iibergeht. Hiern 
war es notwendig, vorher zu priifen, ob im peptisch verdauten nicht 
ultrafiltrierten Ansatz das gewéhnliche Himatin (Proto-Himati 
vom c-Hiamin abgetrennt werden kann. Dies ist weitgehend de 
Fall. Mittels Ather 1iBt sich das Himatin dem peptisch verdaute 
sauren Blutansatz entziehen. bei entsprechend konzentvierte 
Blutsalzsiure-Ansitzen ohne Pepsin gelingt das nicht. Obwoll 
das Himatin atherléslich ist, verhindert hier das vorhandene Protein 
das die Hamatin-Teilchen als Schutzkolloid umgibt, die Aufnahn 
durch Ather. Wenn man bei den Pepsin-Ansiitzen das Hiimatii 
mit Ather extrahiert, so kann man es diesem mittels verdiinnte 
wabriger NaOH-Lésung wieder entziehen. Nach Reduktion 1 
Gegenwart von Pyridin gibt es hier ein deutliches Himochromogen: 
Spektrum. Ohne Zusatz eines N-haltigen Haimochromogen-Bildner 
zeigen sich keinerlei Banden. Dies liegt daran, daB im peptisch ver 
dauten Ansatz die EiweiBabbau-Produkte, die zur Himochrome 
gen-Bildung dienen kénnten (vgl. das Verhalten in den Ultrafiltraten! 


bei den vorgenommenen Extraktionen das Himatin nicht begleitenyye “ 


Umgekehrt liefert ein unverdauter Blutsalzsiure-Ansatz nach vot 
sichtiger Neutralisation bei Zusatz eines Reduktionsmittels w 
mittelbar das typische Hamochromogen-Spektrum. Beim At 
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Ein wasserlésliches c-Hiimin aus Blut. 183 
chiitteln peptisch verdauter Blutkérperchen-Lisung mit Ather 
fndet man zwischen atherischer und waBriger Phase eine gut ge- 
shiedene, intensiv dunkelbraun gefirbte, ausgeflockte Zwischen- 
schicht. Der Ather nimmt das Himatin mit braunvioletter Farbe 
au Die unter der flockigen braunen Zwischenschicht befindliche 
wiBrige Phase bleibt nach erschépfender Behandlung mit Ather 
intensiv braun gefirbt. In dieser Lésung ist die friiher im Ultra- 
jltrat gefundene Substanz vorhanden. 

| Bei der spektroskopischen Untersuchung der noch 4Ather- 
haltigen w&Brigen Phase fanden wir beispielsweise bei einem 
siichen Versuch nach alkalischer Reduktion in Gegenwart von 
Pyridin ein zweistreifiges Himochromogen-Spektrum mit folgenden 


Mitten: 


I. 554,1 II. 521,3 


| Bei entsprechender Beleuchtung sah man innerhalb des 
|, Streifens einen sich deutlich abhebenden Kern. Seine gemessene 
Mitte lag bei 549,2. 

Offensichtlich handelte es sich um ein Mischspektrum. Wurde 
die wiBrige atherhaltige Phase auf dem Wasserbad vollstindig vom 
\ther befreit, so fiel ein Niederschlag von Himatin aus. Der 
fabzentrifugierte Niederschlag, in Alkali gelést und in Gegenwart 
von Pyridin mit Hydrosulfit reduziert, ergab ein typisches Haimo- 
chromogen-Spektrum mit folgenden gemessenen Mitten: 

I. 558,4 II. 525,6 


Die entaitherte und vom Himatin befreite Lésung unter den- 


selben Bedingungen spektroskopiert wie vorher die itherhaltige, 
veigte folgende Banden: 


I. 549,1 II. etwa 521— 
(Mitte) (Anfang) 


Nach der Intensitiit der Banden zu schlieBen und unter 


'Beriicksichtigung von Schichtdicke und Verdiinnung geht bei der 
Ultrafiltration des peptisch verdauten Ansatzes nur ein Bruchteil 
‘les fraglichen c-Himins in das Ultrafiltrat iiber. Der weitaus 
icréBere Teil bleibt auf dem Filter. Die nach erschépfender Ather- 
‘behandlung wie vorher gewonnene und vom Ather befreite wiBrige 
Phase enthalt erheblich gréBere Mengen des wasserléslichen Himins 
fals das Ultrafiltrat des Gesamtansatzes. Es ist bemerkenswert, 
FiaS aber auch bei der Ultrafiltration dieser an dem betreffenden 
‘Himin reichen wiBrigen Liésung nur ein kleiner Teil ins Ultra- 
Miltrat geht, wihrend der gréBte Teil auf dem Ultrafilter zuriick- 
Pleibt. Dies ergibt sich aus der vergleichenden Spektroskopie des 
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184 Georg Barkan und Otto Schales, 


Ultrafiltrates und des Riickstandes. Wihrend der Ultrafiltratig, 
reichern sich weiterhin auf dem Filtertiegel noch vorhanden 
Spuren des gewéhnlichen Hiimatins an, so daB sie bei alkalische 
Reduktion in Gegenwart von Pyridin spektroskopisch neben dey 
c-Himin wieder sichtbar werden. 

Durch colorimetrische Messung der Farbintensitiit der ent. 
iitherten wiiBrigen Phase gelangt man in erster Anndherung 1 
einer Schiitzung des vorhandenen wasserléslichen Himins. Wj 
fanden es hier in einer Menge, die etwa 4°/, des gesamtey 
Hiimins ausmacht. 


s) 


a 


Um die Kigenschaften und die Abtrennungsbedingungen fiir 
das c-Himin aus Blut weiter kennenzulernen, untersuchten wir 
sein Verhalten bei tryptischer Verdauung. Zu diesem Zwecke 
wurde die erschépfend mit Ather behandelte und vom Ather be. 
freite wiBrige Lésung eines Pepsin-Ansatzes bei p,, 7,7 mit Pan. 
kreatin mehrere Tage im Brutschrank verdaut. Bei der Ultn. 
filtration eines solchen Ansatzes erhielt man ein goldgelbes 
Ultrafiltrat. Die Farbe war mit organischen Lésungsmitteln nicht 
ausschiittelbar. In dicker Schicht und bei Konzentrierung aut 
Vielfache zeigte sich spektroskopisch nach den iiblichen Zusitzen 
keine Andeutung von Absorptionsbanden. Auf dem Ultrafilter 
blieb eine beige-farbene triibe Lisung zuriick, die bei entsprechender 
Verdiinnung mit Wasser und nach Zusatz von Alkali, Hydrosultt 
und Pyridin einen charakteristischen Streifen bei 549,3 ergab. 
Das vorhandene c-Himin wird also unter diesen Bedingungen 
auf dem Ultrafilter von Begleitstoffen noch vollstindiger fest- 
gehalten als vor der tryptischen Weiterverdauung. Andererseits 
scheint sich zu ergeben, daB die tryptische Verdauung das Him 
weitgehend intakt liBt. 

Wir versuchten nun weiterhin festzustellen, ob zum Auftreter 
des Hiimins die Verdauung iiberhaupt erforderlich ist. blut- 
kérperchen-Ansiitze, die mit: Salzsiure kiirzere oder lingere Zet 
ohne Pepsinzusatz bei Brutschranktemperatur gestanden hatteu, 
wurden unter verschiedenen Bedingungen auf dem Wasserbad unte! 
vermindertem Druck eingedampft und der Riickstand im Vakuun- 
Exsiccator getrocknet. Aus der erhaltenen trockenen Masse liefeu 
sich durch Extraktion mit Wasser bzw. verdiinntem wiiBrigel! 
Ammoniak oder verdiinnter Salzsiiure Lisungen des c-Himis 
gewinnen (Beispiele und Spektroskopie vgl. Versuchsteil). 
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Kin wasserlésliches c-Hiimin aus Blut. 185 


Durch zahlreiche von uns in mehrfachen Variationen aus- 
sefuhrten Versuche ist der Beweis erbracht, daB die Pepsinver- 
dauung als solche fir die Gewinnung des c-Himins aus Blut- 
lisungen keine notwendige Voraussetzung ist. Mit der Abtrennung 
des wasserléslichen Hiimins aus unverdautem Blut unter definierten 
‘Bedingungen sind wir noch weiterhin beschiiftigt. 


9 
e 


Die bisher mitgeteilten Befunde bezogen sich ausschlieBlich 
‘auf Rinderblut. Wir priiften, ob sich die Beobachtungen auch 
an anderen Blutarten bestitigen lieben. Wir wihlten dazu Blut- 
kirperchen-Lésungen von Mensch, Pferd und Kaninchen. Nach 
entigiger peptischer Verdauung bei Brutschranktemperatur und 
Entfernung des Himatins durch erschépfende Behandlung mit 
Ather zeigten sich in der wiBrigen Phase bei alkalischer Reduktion 
in Gegenwart von Pyridin folgende Spektren. Zum Vergleich fiigen 
wir die am Rinderblut gemessenen Banden an. 











Blutart: I II 
ES. Ae aaa a - S 549,1 520,0 
eee 549,4 520,0 
Kaninchen. ....... 549.3 519,7 
ee ee 549,0 19,7 


Ks zeigt sich also, daB aus allen untersuchten blutarten 


'c-Himinlésungen mit iibereinstimmendem spektroskopischem Ver- 
ro) 
lalten gewonnen werden kénnen. 


Versuche, das c-Himin mit dem Reagens von Takayama®*) 


‘in Form seines Himochromogens, entsprechend dem Vorgehen 
‘von Dhéré und Bleszynska’), krystallisiert zu erhalten, fiihrten 
Pnicht zum gewiinschten Resultat. Es bildete sich nur ein leuchtend 
‘rot gefirbter aber amorpher Niederschlag, wihrend wir unmittel- 
bar aus Blut sowohl im zugeschmolzenen Rohr als auch auf dem 
Ubjekttriger nach der genannten Methode prachtvolle Himo- 
}chromogen-Krystalle erhielten. 


Hill und Keilin*) bekamen durch Behandeln von Cytochrom ¢ 


aus Bickerhefe mit Bromwasserstofi—Eisessig Hiimatoporphyrin. 
‘Durch Abspalten des Kisens unter milderen Bedingungen, niimlich 
}Behandeln des Cytochroms c mit Salzsiiure und SO,, konnten die 
jAutoren ein bisher unbekanntes Porphyrin gewinnen, das sie fiir 
fdas natiirliche Porphyrin des Cytochrom ¢ halten. Wir versuchten 
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186 Georg Barkan und Otto Schales, 






unter denselben Bedingungen wie Hill und Keilin aus eingeengtey & och 
Lésungen unseres c-Himins Porphyrine zu bekommen. Nach der && jaf 
Kinwirkung von Bromwasserstofi—Kisessig konnte die Bildung eines J «chie 
mit Ather—Kisessig extrahierbaren Porphyrins nicht festgestellt I pluts 


werden, auch nicht bei verschiedener Variation der Bedingungen 
und namentlich weiterer Steigerung der Konzentration der c-Hiimin. 





halte 


















rif 


lisung. Unser c-Hiimin erinnert in dieser Hinsicht an gewisy durcl 


von Zeile®®) in letzter Zeit untersuchte kiinstliche Eisenporp)iy. nde! 
rine mit Cytochrom c-iihnlichen Eigenschaften. vsi 
Auch die gelinde Enteisenung mit HC] und SO, fihrt det 
unserem Falle nicht zur Porphyrin-Bildung. 
fur endgiltigen Charakterisierung des von uns erhalt 


Hiimins wird CS erforderlich Sel] adie Substanz In wesent 


eierem Zustand zu gewinnen reichlichsten Quellen stell! 


Von den beiden Banden ist I die wesentlich iutensivere. Der Streitea jj 
ist bei geringerer Konzentration und bei zu geringer Schichtdicke nur schwach 
oder nur angedeutet sichtbar. Ihrer Lage nach entsprechen die beida 
Banden annihernd denjenigen des an verschiedenem Material und unter 
verschiedenen Bedingungen untersuchten Cytochrom c. . 


Wir versuchten festzustellen, ob das gesamte wasseritelich 
c-Himin oder nur ein Teil davon ins Ultrafiltrat tibergeht. Hiern 
war es notwendig, vorher zu priifen, ob im peptisch verdauten nich 
ultrafiltrierten Ansatz das gewéhnliche Haimatin (Proto-Hamatial 
vom c-Hiamin abgetrennt werden kann. Dies ist weitgehend de 
Fall. Mittels Ather 14Bt sich das Himatin dem peptisch verdauta 
sauren Blutansatz entziehen. Bei entsprechend konzentrierta 
Blutsalzsiure-Ansitzen ohne Pepsin gelingt das nicht. Obwoll 
das Himatin itherléslich ist, verhindert hier das vorhandene Proteia, 
das die Himatin-Teilchen als Schutzkolloid umgibt, die Aufnahm 
durch Ather. Wenn man bei den Pepsin-Ansitzen das Hamatis 
mit Ather extrahiert, so kann man es diesem mittels verdinnte 
waBriger NaOH-Liésung wieder entziehen. Nach Reduktion i 
Gegenwart von Pyridin gibt es hier ein deutliches Himochromoget 
Spektrum. Ohne Zusatz eines N-haltigen Himochromogen-Bildnem 
zeigen sich keinerlei Banden. Dies liegt daran, daB im peptisch ve 
dauten Ansatz die EiweiBabbau-Produkte, die zur Hamochrom 
gen-Bildung dienen kénnten (vgl. das Verhalten in den Ultrafiltratet 
bei den vorgenommenen Extraktionen das Hamatin nicht begleita 
Umgekehrt liefert ein unverdauter Blutsalzsiure-Ansatz nach vor 
sichtiger Neutralisation bei Zusatz eines Reduktionsmittels w 
mittelbar das typische Hamochromogen-Spektrum. Beim At 
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Ein wasserlésliches c-Hiimin aus Blut. 187 


doch aber an eine nachtrigliche Bildung, so wiirde das heiBen, 
dab bei der Verdauung das Pepsin dasselbe macht wie der ver- 
schieden varlierte Vorgang des Eindampfens der unverdauten 
Blutsalzsiureansitze. Auch dies ist sehr unwahrscheinlich. Wir 
halten es daher fiir niherliegend anzunehmen, dab es sich um ein 
priformiertes Himin handelt, dessen Abtrennung vom Protohimin 
jurch solche Eingritte erleichtert wird, die eine kolloidale Zustands- 
nderung der verschiedenen Begleitstofle bewirken. Diese fiir die 
sikalische Abtrennung giinstige Zustandsiinderung kann ent- 
der, und zwar besonders bequem, durch die peptische Verdauung 

r aber auch durch das Kinengen zur Trockne erreicht werden. 
Nimmt man priiformiertes c-Hiimin an, so mub man weiter 
uten, dab es in den Blutkérperchen bzw. im Hiimolysat 


cher- ode wahrscheinlicherweis als pire thetis« he Urruppe 


Ber entsprechender Relevchtuny seh mom innorhelb des 
L Streifens einen sich deutlich abhebenden Kern. Seine gemessene 
Mitte lag bei 549,2. 

Offensichtlich handelte es sich um ein Mischspektrum. Wurde 
die wiBrige itherhaltige Phase auf dem Wasserbad vollstindig vom 
Ather befreit, so fiel ein Niederschlag von Hamatin aus. Der 
abzentrifugierte Niederschlag, in Alkali gelést und in Gegenwart 
on Pyridin mit Hydrosulfit reduziert, ergab ein typisches Hamo- 
hromogen-Spektrum mit folgenden gemessenen Mitten: 

I. 558,4 II. 525,6 

Die entitherte und vom Hamatin befreite Lisung unter den- 
selben Bedingungen spektroskopiert wie vorher die atherhaltige, 
zeigte folgende Banden: 

I, 549,1 II. etwa 521— 
(Mitte) (Anfang) 

Nach der Intensitét der Banden zu schlieBen und unter 
Beriicksichtigung von Schichtdicke und Verdiinnung geht bei der 
Ultrafiltration des peptisch verdauten Ansatzes nur ein Bruchteil 
des fraglichen c-Himins in das Ultrafiltrat tiber. Der weitaus 
gréBere Teil bleibt auf dem Filter. Die nach erschépfender Ather- 
behandlung wie vorher gewonnene'und vom Ather befreite waBrige 


MPhase enthalt erheblich gréBere Mengen des wasserléslichen Himins 


als das Ultrafiltrat des Gesamtansatzes. Es ist bemerkenswert, 
la8 aber auch bei der Ultrafiltration dieser an dem betreffenden 
dimin reichen waBrigen Lésung nur ein kleiner Teil ins Ultra- 
iltrat geht, wahrend der gréBte Teil auf dem Ultrafilter zuriick- 
bleibt. Dies ergibt sich aus der vergleichenden Spektroskopie des 
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Ultrafiltrates und des Riickstandes. Wahrend der Ultrafiltratio, 
reichern sich weiterhin auf dem Filtertiegel noch vorhanden 
Spuren des gewdhnlichen Himatins an, so daB sie bei alkalische, jim dauw 
-Reduktion in Gegenwart von Pyridin spektroskopisch neben dem fmm lésun 
c-Himin wieder sichtbar werden. des W 
Durch colorimetrische Messung der Farbintensitaét der ent. Bedir 


itherten wiBrigen Phase gelangt man in erster Annaherung 
einer Schitzung des vorhandenen wasserliéslichen Haimins. Wir 
































fanden es hier in einer Menge, die etwa 4°/, des gesamten 
Himins ausmacht. auf | 
9 an al 
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Um die Eigenschaften und die Abtrennungsbedingungen fir | einti 
das c-Himin aus Blut weiter kennenzulernen, untersuchten wifi pnife 
sein Verhalten bei tryptischer Verdauung. Zu diesem Zwecke MM ithe; 
wurde die erschépfend mit Ather behandelte und vom Ather be MM ., Ge 
freite wiBrige Lésung eines Pepsin-Ansatzes bei p,, 7,7 mit Pan- MM... q 
kreatin mehrere Tage im Brutschrank verdaut. Bei der Ultra 
filtration eines solchen Ansatzes erhielt man ein goldgelbe 
Ultrafiltrat. Die Farbe war mit organischen Lésungsmitteln nicht 
ausschiittelbar. In dicker Schicht und bei Konzentrierung auf 
Vielfache zeigte sich spektroskopisch nach den tiblichen Zusatzen 
keine Andeutung von Absorptionsbanden. Auf dem Ultrafilte 
blieb eine beige-farbene triibe Lisung zuriick, die bei entsprechender 
Verdiinnung mit Wasser und nach Zusatz von Alkali, Hydrosulft ] 
und Pyridin einen charakteristischen Streifen bei 549,3 ergab. Mic-Hir 
Das vorhandene c-Hamin wird also unter diesen Bedingungen MM halter 
auf dem Ultrafilter von Begleitstoffen noch vollstindiger fest- \ 
gehalten als vor der tryptischen. Weiterverdauung. Andererseits Min F< 
scheint sich zu ergeben, daB die tryptische Verdauung das Himn Myon [ 
weitgehend intakt 1la8t. nicht 


Wir versuchten nun weiterhin festzustellen, ob zum Auftreten rot ge 
des Himins die Verdauung iiberhaupt erforderlich ist. Blut gMbar a 
kérperchen-Ansatze, die mit: Salzsiure kiirzere oder langere Zet 
ohne Pepsinzusatz bei Brutschranktemperatur gestanden hatten, 
wurden unter verschiedenen Bedingungen auf dem Wasserbad unter 
vermindertem Druck eingedampft und der Riickstand im Vakuun- 
Exsiccator getrocknet. Aus der erhaltenen trockenen Masse lieBe 
sich durch Extraktion mit Wasser bzw. verdiinntem waBrige 
f Ammoniak oder verdiinnter Salzsiure Lésungen des c-Hamins. 
gewinnen (Beispiele und Spektroskopie vgl. Versuchsteil). 
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Ein wasserlésliches c-Himin aus Blut. 185 


Durch zahlreiche von uns in mehrfachen Variationen aus- 
gefihrten Versuche ist der Beweis erbracht, daB die Pepsinver- 
dauung als solche fir die Gewinnung des c-Himins aus Blut- 
lisungen keine notwendige Voraussetzung ist. Mit der Abtrennung 
des wasserléslichen Hamins aus unverdautem Blut unter definierten 
Bedingungen sind wir noch weiterhin beschiftigt. 


3. 


Die bisher mitgeteilten Befunde bezogen sich ausschlieBlich 
auf Rinderblut. Wir priiften, ob sich die Beobachtungen auch 
an anderen Blutarten bestitigen lieBen. Wir wahlten dazu Blut- 


ikirperchen-Lésungen von Mensch, Pferd und Kaninchen. Nach 


eintigiger peptischer Verdauung bei Brutschranktemperatur und 
Entfernung des Himatins durch erschépfende Behandlung mit 
Ather zeigten sich in der wiBrigen Phase bei alkalischer Reduktion 
in Gegenwart von Pyridin folgende Spektren. Zum Vergleich fiigen 
wir die am Rinderblut gemessenen Banden an. 


























Blutart: I II 
Mensch ..... me 549,1 520,0 
a 549,4 520,0 
Kaninchen,. ....... 549,3 519,7 
ee 549,0 519,7 


Es zeigt sich also, daB aus allen untersuchten Blutarten 
¢-Himinlésungen mit iibereinstimmendem spektroskopischem Ver- 
halten gewonnen werden kénnen. 

Versuche, das c-Haimin mit dem Reagens von Takayama?) 
in Form seines Hamochromogens, entsprechend dem Vorgehen 
von Dhéré und Bleszynska’), krystallisiert zu erhalten, fibrten 
nicht zum gewiinschten Resultat. Es bildete sich nur ein leuchtend 
rot gefarbter aber amorpher Niederschlag, wihrend wir unmittel- 
bar aus Blut sowohl im zugeschmolzenen Rohr als auch auf dem 
Objekttrager nach der genannten Methode prachtvolle Hamo- 
chromogen-Krystalle erhielten. ; 2 

Hill und Keilin*) bekamen durch Behandeln von Cytochrom c 
aus Backerhefe mit Bromwasserstoff—Eisessig Hamatoporphyrin. 
Durch Abspalten des Eisens unter milderen Bedingungen, nimlich 
Behandeln des Cytochroms c mit Salzsiure und SO,, konnten die 
Autoren ein bisher unbekanntes Porphyrin gewinnen, das sie fiir 
das natiirliche Porphyrin des Cytochrom c halten. Wir versuchten 



































186 Georg Barkan und Otto Schales, 
unter denselben Bedingungen wie Hill und Keilin aus. eingeengten 


Lésungen unseres c-HAmins Porphyrine zu bekommen. Nach der 


Kinwirkung von Bromwasserstofi—Kisessig konnte die Bildung eines 
mit Ather—Kisessig extrahierbaren Porphyrins nicht festgestellt 
werden, auch nicht bei verschiedener Variation der Bedingungen 
und namentlich weiterer Steigerung der Konzentration der o-Himin. 
lésung. Unser c-Hamin erinnert in dieser Hinsicht an gewisse 
von Zeile®®) in letster Zeit untersuchte ktinstliche EKisenporphy- 
rine mit Cytochrom c-ihnlichen Eigenschaften. 

Auch die gelinde Enteisenung mit HCl und SO, fthrte in 
unserem Falle nicht zur Porphyrin-Bildung. 

Zur endgiltigen Charakterisierung des von uns erhaltenen 
Himins wird es erforderlich sein, die Substanz in wesentlich 
reinerem Zustand zu gewinnen. Die reichlichsten Quellen stellten 


bisher die wie. frither vorbehandelten peptisch verdauten Siure. 


ansitze aus Blutkérperchen-Lisungen dar. In diesen ist nach 
Entfernung des Himatins neben Salzen und KiweiSabbauprodukten 
noch ein gelber Farbstoff vorhanden, der sich in charakteristischer 
Weise durch sein adsorptives Verhalten gegentiber: Tonerde vom 
wasserléslichen c-Hiamin unterscheidet (vgl. Versuchsteil). Er gibt 
im sichtbaren Spektrum keine Absorptionsbanden, zeigt keine 
Gmelinsche Reaktion und gibt nicht die Hijmans van den Bergh- 
sche Bilirubinreaktion. Er ist aber augenscheinlich mit dem gelben 
Farbstoff identisch, der sich im Ultrafiltrat nach der tryptischen 


Weiterverdauung zeigte und hier nicht mehr vom c-Hamin be- 


gleitet wird. : 
4, 
Natiirlich erhebt sich die Frage, ob das wasserlésliche Hamin 
im Blute priformiert vorkommt oder ob es aus dem Protohimin 
durch unsere Behandlung erst nachtriglich entsteht. 
Wie frther erw&hnt, ist die peptische Verdauung keine not- 
wendige Voraussetzung fiir den Nachweis des wasserldslichen 
Hamins. Es ist schwer anzunehmen, dah 24stindige Einwirkung 
- von etwa n/10-HCl bei Brutschranktemperatur bereits ahnliche 
Verinderungen am. natiirlichen Himin bewirken sollte, wie die 
wiederholte abwechselnde Oxydation und Reduktion. "Bekannt- 
lich gelang es unter diesen Umstinden Keilin’”), ein Cyto- 
chrom-Spektrum zu erhalten, und Zeile 5), wenigstens ein wasser- 
lésliches Himin mit den spektroskopischen Higenschaften der 
Komponente ¢ des Cytochroms zu gewinnen. Glaubt man nicht 
an eine Umwandlung unter den erwihnten milden Bedingungen, 
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doch. ae an eine nachtrigliche Bildung, so wiirde das heiBen, 
dB bei ‘der Verdauung das Pepsin dasselbe macht wie der ver- 
iden variierte Vorgang des Kindampfens der unverdauten 
zsh . Auch dies ist. sehr Tanwahescheintich. Wir 
halten 5 ee daher flr naherliegend anzunehmen, daB es sich um ein 
praformiertes Hamin handelt, dessen Abtrennung vom Protohimin 
arch solche Eingriffe erleichtert wird, die eine kolloidale Zustands- 
inderung der verschiedenen Begleitstofie bewirken. Diese fir die 
physikalische Abtrennung giinstige Zustandsinderung kann ent- 
weder, urid zwar besonders bequem, durch die peptische Verdauung 
oder aber auch durch das Einengen zur Trockne erreicht werden. 
Nimmt man priformiertes c-Haimin an, so mub man weiter 
vermuten, daB es in den Blutkérperchen bzw. im Hamolysat 
méglicher- oder wahrscheinlicherweise als prosthetische Gruppe 
mit einem Trager verkntipft ist, der bei der Saéureeinwirkung 
baw. bei der Verdauung mehr oder weniger vollstindig abgetrennt 
wird, wodurch das Hamin seinerseits ultrafiltrierbar wirde. Wenn 
man vermutet, da8 das Hamin im nattrlichen Zustande mit einem 
kolloidalen Trager verknupft ist, so wird weiter zu priifen sein, 
ob es sich in dieser Form etwa wa ein bisher nicht nachgewiesenes 
Cytochrom c der Blutkérperchen handeln kann. Wenn sich unsere 
Befunde beztiglich der Porphyrin-Bildung auch an gereinigten 
Lésungen unseres c-Himins bestitigen sollten, so ware aus diesem 
Verhalten zu schlieBen, da8 das von uns gefundene wasserlisliche 
Hamin von dem Hamin des Cytochromsc aus Hefe verschieden 
ist. Fir die Verschiedenheit unseres c-Himins in Verbindung 
mit seizem natiirlichen Triger nicht nur vom Cytochromc der 
Hefe, sondern auch von dem aus Fleisch, spricht die Lage des 
isoelektrischen Punkteg, der ftir das bisher untersuchte Cytochrom ¢ 
angegeben wurde [p,, 9,82—9,86 Theorell®) . 8,2 Zeile%)). 
Es wire erstaunlich, wenn bei ‘den vielfach vorgenommenen Kata- 
phorese-Versuchen mit Himoglobin bzw. Blutlésungen ein Cyto- 
chrom ¢ mit einem so weit im Alkalischen liegenden isoelektrischen 
Punkt' bisher der Beobachtung entgangen wire. Man mu daher 
wohl auch mit der Méglichkeit rechnen, da8 ein c-Himin in den 
Blutkérperchen an Globin selbst gebunden ist, wodurch es erklarlich 
wire, daB seine Abtrennung vom Himoglobin im unversehrten 
Zustande bisher nicht gelang. 


Versuchsteil. 


1, Allgemeines. Wir benutsten su unseren Versuchen Blutkérperchen- 
Lésungen. In den meisten Fallen fand defibriniertes Rinderblut Verwendung, 
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| das durch Zentrifagieren rom Serum betreit wand. Der Btkirpercentn 
wurde dann 2mal mit 0,85°/,iger Natriumchlorid-Lésung gewaschen ¢ 
durch Zusatz von soviel ‘Wasser himolysiert, daB das 5fache Volumen 4 














pekts pischen Messungen worden en dive ‘Math of 
nach Schumm mit stark dispergierendem Gitter vorgenommen. Zar Giackes 
Orientierung untersuchten wir dic Adsorptionsverhiltnisse qualitativ a 
der dem Spektroskop far spektrographische Zwecke beigegebenen Mattecheibe, 
auf der das Spektrum, %hnlich wie bei einem schwécher ——, 
Gitter, n&her susammengeriickt erscheint. 


2%, Peptische Verdauung von hictaeeashin kieenwan: (Beispid Hl sa 
Prot.-Nr. 28, 12). 500 cem einer Rinderblutkérperchen-Lisung 1:5 werdeniiz, 
mit 500 cem 0,8°/,iger Salzsiure, die 1 g Pepsin-Witte gelést enthalt, versetst 
und in den Brutschrank gegeben. Nach 24 Stunden erfolgt die Aufarbeitung 
entweder durch Ultrafiltration oder durch Behandlung mit Ather. _. 

a) Ultrafiltration. Sie wurde, wie friher von Barkan™) beschrieben,. 
in Ultrafiltergeriiten nach Bechhold-Kénig vorgenommen, die nach-denil,. 
allgemeinen Angaben von H. Bechhold und L. Gutlohn") impriignien #4 
waren. Das hellbraune Ultrafiltrat wird nach dem Neutralisieren mit Natron... 
lauge im Vakuum bei 40° auf '/, des urspriinglichen Volumens eingeengt il yr, 
Nachdem geringfiigige Ausscheidungen durch Filtrieren entfernt sind, wirll 
eine Probe des Konzentrates mit Natronlauge alkalisch gemacht. Nach Zu- 
satz von Natriumbhydrosulfit schligt die Farbe der Lésung nach Rot um 
Im Spektroskop sieht man bei einer Schichtdicke von 2 cm und einer 
Spaltbreite von 0,005 mm zwei Streifen mit den Grenzen: 

I. 554,2—546,8 IL. 527,5—518,5 


550,5 528,0 


Durch Zusatz von wenig Pyridin werden die beiden Streifen inten- 
siver. Die gemessenen Grenzen liegen dunn bei: 
I. 558,83—544,6 Il. 524,7—514,7 
549,0 519,7 
Setzt man nicht Pyridin, sondern Nicotin zu, so ergibt die Messung 
der Streifen folgende Werte: 
I. 552,7—544,7 II, _520,4—514,2 
548,7 517,8 
b) Abtrennung des c-Haimins durch Ather-Behandlung. Der 
peptisch verdaute Ansatz wird im Schiitteltrichter mit Ather gewaschen. Das 


und | 
betru 
gesar 
erste: 
der § 
normale Hamin lést sich im Ather mit braunvioletter Farbe, die waBrige MM Vera 
Phase bleibt braun gefiirbt und an der Phasengrenze scheiden sich braune @ Losu 
30 ¢ 
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Flocken von denaturierten EiweiBabbau-Produkten aus. Die wiBrige Phase 
wird abgetrennt und so lange erneut mit Ather gewaschen, bis der Ather 
farblos bleibt, was hier, wie meist, nach 3 maligem Ausithern der Fall ist. 
Entzieht man dem Ather das geliste Hamin durch Schfitteln tt verdiinnter 
Natronlauge und versetzt die alkalische Himin-Lésung mit Pyridin und 
Natriumhydrosulfit, so zeigen sich im Spektroskop die Streifen des normalen 
Himochromogens mit den Mitten: 


I. 556 II. 528 
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Phase wird mit Natron- 
ise] 1 gemacht, mit wenig Pyridin versetst und durch Zugabe 
achen Natriumhydrosulfit reduziert. Der spektroskopische Befund 
bel dieser nichtkonzentrierten Lisung zwei deutliche Streifen 
Bei einer Schichtdicke von 2cm und einer Spaltbreite von 0,005mm 
n folgende Grenszen gemessen: 
I. 568,9—544,2 IL, 529,83 —518,3 


554,1 521,8 


. Die ni&here Betrachtung der Absorptionsstreifen zeigt, daB man, be- 
nders gut am wie stets intensiveren Streifen I, eine Aufteilung in einen 
fark dunklen Kern und einen helleren Vorschatten wahrnehmen kann. Als 
n des Streifens I mift man: _558,3—545,0 Da die wiBrige Phase noch 


549,2 
— gelést enthiit und somit auch normales itherlésliches Hamin, konnte 
r vom normalen Himochromogen herriihrende Vorschatten durch Abtrennen 
jes normalen Himins véllig beseitigt werden. Wir dampften zu diesem 
iweck den in der wiBrigen Phase gelésten Ather auf dem Wasserbade ab 
Sram agg das ausgefallene wasserunlisliche normale Himin durch 
gieren. Es wurde in Natronlauge gelést, mit Pyridin und Hydro- 
-versetst und zeigte im Spektroskop folgende Banden: 
I. 568,1— 48,6 II, 584,4—516,7 


558,4 525,6 
Die yom Ather und vom wasserunlislichen Himin nun befreite wiBrige 
Lisung ergab nach alkalischer Reduktion und Pyridinzusatz folgendes 
spektroskopisches Bild (Schichtdicke 2 cm, Spaltbreite 0,005 mm): 
7 I. 558,5—544,7 Il. Anfang etwa 521,0 
inten. 549,1 | 
: Die Farbintensitit der braunen w&B8rigen Phase (nach Abtrennung 
des normalen Himins) wird im Zeiss-Ikon-Himometer bestimmt. Sie ist etwa 
so stark wie diejenige einer sauren Rinderblut-Lésung 1: 250. Da das 
¢-Hiimin hier in einer Verdiinnung 1:10 gegentiber Ausgangsblut vorliegt 
s6ung und der Gehalt des Rinderblutes an Hamnoglobin etwa 10 g in 100 cem Blut 
betrug, errechnet sich in erster Anniherung der Anteil von c-Himin am 
gesamten Rinderblut-Himin zu etwa 4°/,. Hierbei ist zu beriicksichtigen, da8 
erstens sicher nicht das gesamte c-Himin erfa8t wurde und da andererseits 
Deri ‘er gelbe nicht dem c-Himin sugehdrige Farbstoff interferierte. 


Das 3. Tryptische Verdauung (Prot.-Nr. 28, 140). Von der durch peptische 
Brige i Verdauung und anschlieBende Atherbehandlung gewonnenen wibrigen 
aune @ Losung des c-Hamins werden 90 cem mit Natronlauge neutralisiert und mit 
hase Hi 30 cem eines 8°, igen wiB8rigen Extraktes von Pankreatin-Rhenania in 
ither Mi Phosphatpuffer vom px 7,7 versetzt. Die Pufferkonzentration des Gesamt- 
| ist. HH ansatzes ist m/30. Der Ansatz wird 113 Stunden im Bratechrank belassen 
inter @ und dann ultrafiltriert. Das Filtrat ist goldgelb, die Farbe ist aus alkalischer 
und @ und saurer Lésung mit Benzol, Toluol, Chloroform, Ather und Amylalkohol 
alen Hi nicht ausschiittelbar. Versetzt man das Ultrafiltrat mit Natronlauge, Pyridin 

und Natriumhydrosulfit, dann sind bei einer Schichtdicke von 5 cm im 
sichtbaren Teil des Spektrums keinerlei Absorptionsstreifen wahrnehmbar. 
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Aueh nach dem Einengen im Vakuum auf '/, des. eaiainiaiesheotiite wad 


anschlieBender Reduktion in alkalischer Lésung ; bei Gegenwart von Pyridin 
ektros ‘Bild Penichadiote 2 em, Spaltbreite 0,005 mm) 
unveriindert. Im :Filtertiegel sind 12 ccm einer triben beige-farbenen Sus. 





bleibt das 


pension oe seer: ney sell W asens ait epee etree eee & 
alkalischer Lisung bei Gegenwart von Pyridin durch Natri 

Zusatz reduziert, in 8 em Schichtdicke bei einer Spaltbreite von 0,15 mn 
folgenden Streifen zeigte: I. 554,2—544,4 


549, 8 


4. Versuche zur Abtrennung von c-Hamin aus unverdauten 
Blutlésungen. Beispiel 1 (Prot.-Nr. 28, 119). 250cem einer Rinderblut. 
kérperchen- -Lésung 1:5 werden mit 250 ccm 0,8°/,iger Salzsiure versetst 
und in den Brutschrank gestellt. Nach 3 Tagen wird der Ansatz im Vakuum 
auf dem Wasserbade sur Trockne gedampft und 5 Wochen lang im Vakuun. 
Exsiccator tiber Schwefelstiure-Phosphorpentoxyd belassen. Der Trocken. 
riickstand wird dann mit 25ccm 2 n-Ammoniak digeriert und die Auf. 
schlammung 2 Tage bei Zimmertemperatur (20°) stehen gelassen. Dann wird 
abfiltriert und das Filtrat mit Pyridin und Natriumhydrosulfit versetst. 





Die hellrot gefirbte Losung zeigt im Spektroskop bei einer Schichtdicke 


von 1 cm und einer Spaltbreite von 0,005 mm zwei intensive Streifen: 
L. 558,0—545,6 Tl. (Mitte) 519,1 
549,8 
Beispiel 2 (Prot.-Nr. 28, 124). 100 ccm eines Ansatzes aus gleichen 
Teilen Rinderblutkérperchen-Lisung 1:5 und 0,8 °%, iger-Salzsiure, der 
8 Tage im Brutschrank und dann 10 Wochen bei 20° gestanden hat, werden 





im Vakuum auf dem Wasserbade zur Trockne gedampft. Der Riick- | 


stand wird anschlieBend 5 Minuten lang mit 10 com Waseer verrihrt. Es 
wird filtriert, wobei man eine hellbraun gefirbte Lésung erhilt. Versetst 
man 1 ccm davon mit 1 Tropfen Pyridin, 1 Tropfen 2n-Natronlauge und 
etwas Natriumbydrosulfit, so schligt die Farbe nach Rot um. Spektro- 
skopischer Befund (Schichtdicke 0,5 cm, Spaltbreite 0,005 mm): 


I. 558,8—545,8 II. (Mitte) 520,6 
549,8 : 
Beispiel 3 (Prot.-Nr. 28, 126). 100 ccm einer sauren Rinderblutkérper- 
chen-Lésung, die dem gleichen Ansatz entstammen wie die in Beispiel 2 





“verwendete' Lésung, also ebenfalls 10 Wochen bei 20° standen, werden mit § 


Natronlauge neutralisiert und im Vakuum auf dem Wasserbade zur Trockne 
gedampft. Der Riickstand wird mit 15 ccm */, n-Salzsiure 5 Minuten lang 
digeriert, dann filtriert. Das schwach braun gefirbte Filtrat wird mit Natron- 
lauge, Pyridin und Hydrosulfit versetzt und zeigt dann bei 8 em Schicht- 
dicke und einer Spaltbreite von 0,003 mm einen schwachen Streifen I, dessen 
gemessene Mitte bei 549,8 liegt. 


5. Abtrennung des c-Haimins aus anderen Blutarten. (Prot.-Nr. 28, 


160). Aus Kaninchenblut (aus der Ohrvene entnommen), Pferdeblut (aus 


der Halsvene entnommen) und menschlichem Blut (aus. der Armvene ent- 
nommen), die simtlich durch Zusatz yon Liquoid ,,Roche“ vor dem Gerinnen 
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titat waren, warden, wie oben rc te a Lésungen a 
2..b) ufges Von den erhaltenen fae 
Brigen Lis di ins jeweils sean Gases, 7 
ronlauge, pom ‘Pyridin stirs etwas 4 Nattambydrosulft versetzt. Im . 

op ee ae Seas eee ete Soe pemeiebe Cixeiten fm: Cate 
- ergab bei einer Schichtdicke von 2 cm und einer 


pool von 0,005 mm folgende Werte: 
























































Kaninchen: L. 558,4—545,1 II. (Mitte) 519,7 bo 
jauten 549,3 ei 
erblut. Pferd: I, 558,1—545,6 II. (Mitte) 520,0 foal 
549,4 
kuum. Mensch: I, 552,9—545,8 IL. (Mitte) 520,0 
»cken. 549,1 


 Wird 6. Versuche zur Hamochromogen-Krystallisation. (Prot.-Nr. 28, 
rsetst, Ml 110). 6 com einer stark konzentrierten wiBrigen c-Himin -Lisung werden 
dicke fl in einer Ampulle mit 6 cem’ Takayama-Reagens*) (vgl. unten) versetst. Die 
. Ampulle wird an der Wasserstrahlpumpe evakuiert und bei einem Druck 
von ¢twa 30mm szugeschmolzen. Sie wird anschlieSend 15 Minuten im 
Wasserbad auf 5(° erwirmt und bleibt dann bei Zimmertemperatur stehen. 

Aus der tief dunkelroten Lésung scheiden sich nach einigen Tagen ver- 

ichen fm cinzelte leuchtend rote Flocken ab; die mikroskopische Untersuchung zeigt 
der such nach Jangerer Zeit keinerlei Anzeichen einer Krystallisation. Bereitet 
srden fy man in der gieichen Weise einen Ansats aus Takayama-Reagens und einer 
tick. J verdtinnten Rinderblut-Liésung (Himoglobingehalt 6 g/100 ccm), 80 scheiden 
. Es # sich nach wenigen Stunden zahlreiche gut ausgebildete Krystalle ab, die bei 
setst fy Weiterem Stehen den Boden der y (ectaeo in Form eines dicken Niederschlages a’ 
und #™ von der Farbe roten Phosphors bedecken. Gibt man einen Tropfen einer ee 
ktro- fe verdiinnten Blutlésung auf einen Objekttriger mit einem Tropfen Takayama- ee 
Reagens zusammen, bedeckt mit einem Deckglas und erwarmt kurz, so erhilt ah 

man bereits nach wenigen Minuten gut ausgebildete Himochromogen-Krystallé, Pa 

die monatelang unverindert bleiben. Zahlreiche Versuche mit konzentrierten 
¢-Himin-Lieungen ergaben jedoch auch bei dieser Versuchsanordnung keine 


per- fi Himochromogen-Krystalle, obwohl, wie an der leuchtend roten Farbe der 
el 2 [i Reaktionsgemische su erkennen war, stets Lésungen des c-Hamochromogens 
mit / Vorlagen. Das Reagens von Takayama besteht aus: 














kne _ 8 Teilen 10°, iger Natronlauge, 

wie 8 Teilen Pyridin, 

ag 8 Teilen 10°%/,iger d-Glucose-Lésung, 
7 Teilen Wasser. 


7. Versuche zur Umwandlung von c-Himin in ein Porphyrin. — 

a) Versuche mit Bromwasserstoff—Eisessig. Beispiel (Prot.-Nr. 28 
28, 98). 800-ecm einer w&Brigen c-Hamin-Lisung, die nach der unter 2.b) 
U8 besehriebenen Weise aus einem Pepsin-Ansats gewonnen wurden, werden 
nt- im Vakuum ‘bei 40° auf 5 cem eingeengt, nackdem vorher mit Natron- 
lange genau neutralisiert ist. Von ausgeschiedener farbloser Substanz wird 
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abzentrifagiert. Zu 1cem des dunkelbraunen Konzentrates ie wir 8,5 cen 
Bromwasserstoff-Eisessig und lieBen den Ansats 15 Stunden -verschlossa 
stehen. siege RMN ge ag 
5stiindigem Stehen:Natrium-Acetat bis zur. ‘sugefigt. hiert 
man nun mit Ather-Eisessig-Gemisch, so bleibt der Ather vollkommen fa bloe, 
Die Bildung eines im Ather-Eisessig léslichen Porphyrins kann also nich 
festgestellt werden. Eine Probe der wi8rigen Phase wird mit Natronlang, 
alkalisch gemacht und bei Gegenwart von Pyridin durch Zugabe vo 
Natrium-Hydrosulfit reduziert. Die dem c-Hiimin entsprechenden Himo 
chromogen-Streifen sind im Spektroskop noch deutlich zu erkennen. 


b) Versuche mit Salzsiure-Schwefeldioxyd. Beispiel (Prot. 
Nr. 28, 94). 5 ccm einer 88fach konzentrierten w&Brigen c-Himin-Liésung 
[gewonnen nach 2.b)] werden mit 5 ccm 87°/,iger Salzsiure versetst. Dam 
wird '/, Stunde lang ein kriiftiger Schwefeldioxyd-Strom eingeleitet und der 
Ansatz 12 Stunden verschlossen stehen gelassen. Versetzt'man dann 0,5 cen 
des Ansatzes mit 5ccm 2 n-Natronlauge, gibt 0,5 ccm Pyridin zu und see 
durch Zugabe von Natrium-Hydrosulfit, so zeigt sich im 
bei einer Schichtdicke von 1 cm und einer Spaltbreite von 0,005 mm ia 
intensive Streifen I. 554,5—544,6. Gibt man zu dem Ansatz Ather und Eis 


549,6 
essig, so scheiden sich braune Tropfen aus. Sie werden in wenig Wasser 
aufgenommen und, nachdem die Lisung mit Ammonsulfat gesiittigt ist, mit 
Pyridin extrahiert, Der braun gefiirbte Pyridin-Extrakt zeigt i in 2 em Schicht- 
dicke im Spektroskop keine Anzeichen fiir das Vorliegen eines Porphyrins. 


8. Adsorptionsversuche mit c-Haimin-Lésungen..— a) Séulen- 
adsorption. (Prot.-Nr. 28, 88). 50 ccm einer w&Brigen c-Hamin-Lésung, 
nach 2.b) gewonnen, werden durch eine Siule gesaugt, die mit Aluminium- 
oxyd nach Brockmann gefillt ist (Durchmesser der Sdule 2,5 cm, Hohe 
‘ 18cm). Der Farbstoff konzentriert sich als brauner unscharfer Ring, der 
die Siule langsam durchwandert. Eluiert man die abgetrennte gefirbte Zone 
mit Methanol, dem 5°/, Pyridin zugesetzt sind, gibt gleichzeitig etwas Natron- 
lauge und Natriumhydrosulfit zu und zentrifugiert, so erhilt man ein gelbes 
Zentrifugat. Es zeigt bei einer Schichtdicke von 8 cm und einer Spaltbreite 
von 0,002 mm nicht die dem c-Himin entsprechenden Him 
Streifen, die bei Vorhandensein von c-Himin in Lésungen gleicher Farb- 
tiefe intensiv zu sehen sind. Verriihrt man den Aluminiumoxyd-Riickstand 
mit Pyridin und zentrifugiert dann erneut, so erh&lt man ein gelbes Zentri- 
fugat, das spektroskopisch ebenfalls ohne Befund ist. Erst durch Eluieren 
des Riickstandes mit 2 n-Ammoniumhydroxyd ergibt sich eine rétlich gefarbte 
Lisung, die bei 2 cm Schichtdicke und einer Spaltbreite von 0,005 mm im 
Spektroskop folgende Streifen zeigt: 

I. 558,83—545,0 II. (Mitte) 520,0. 
549,2 
b) Adsorption an Aluminiumoxyd-Riedel*). (Prot.-Nr. 28, 93). 
50 ccm einer wiBrigen c-Himin-Lisung [gewonnen nach 2.b)] werden mit 














































































FPP Arr Se Se 


boot 





a" 
ron 
eo 





*) Es handelt sich um das von uns friiher mehrfach benutzte Priiparat; 
vgl. Diese Z. 244, 257 (1986). 
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1 com 80°, iger ne 0,5 cem Pyridin, etwas Natriumhydrosulfit und 

oxyd-Riedel versetzt. Es wird 5 Minuten geschiittelt, dann 

rt. Das hellgelbe Zentrifugat 1a8t bei einer Schichtdicke von 5cm 

Spaltbreite von 0,0025 mm im Spektroskop die Streifen des c-Hamin- 

nogens mit Anstrengung als schwache Schatten erkennen. Eluiert 

Aluminiumoxyd mit 2 n-Ammoniumbydroxyd, dann erbalt man ein 

luat, das in 5 em Schichtdicke bei einer Spaltbreite von 0,0025 mm 

spektroskopisch ohne Befund ist. Verrtihrt man nun den Aluminiumoxyd- 

Rickstand mit 16 ccm Pyridin und zentrifugiert, so bekommt man eine hell- 

rote Liésung, die in einer Schichtdicke von 2 cm und bei einer Spaltbreite 
von 0,0025 mm im Spektroskop deutlich folgende Streifen zeigt: 

I. 558,9—545,5 IL (Mitte etwa) 520,0 


549,27 








Der Deutschen Forschurngsgemeinschaft danken wir fir die 
eihweise Uberlassung der optischen Apparatur, die die Durchftihrung vor- 
liegender Untersuchung erméglichte. 


Zusammenfassung. 
1, Es wird iiber die Gewinnung eines wasserléslichen Hamins 
(c-Himin) berichtet, das sich auf verschiedenem Wege aus Blut- 
kérperchen-Lisungen von Rind, Pferd, Kaninchen und Mensch 


abtrennen 1aBt. 
2. Die Lésungen des betreffenden Hamins gebén bei alka- 


lischer Reaktion in Gegenwart von N-haltigen Basen Himo- 
chromogene von den spektralen Eigenschaften des Cytochroms e. 


Literatur. 
Diese Z. 148, 124 (1925). 
Vgl. G. Strassmann, Miinch. med. Wschr. 1922, 116. 
S. Bleszynska, Thése, Imprimerie P. et A. Davy, Paris 1928. 
R. Hill u. D. Keilin, Proc. roy. Soc. Lond. 107 B, 286 (1980). 
K. Zeile, Diese. Z. 207, 85. (1982). 
K. Zeile u. P. Piutti, Diese Z. 218, 52 (1933). 
D. Keilin, C. r. Soc. Biol. 97, 89 (1927). 
H. Theorell, Biochem. Z. 286, 207 (1986). 
K. Zeile, Diese Z. 236, 213 (1986). 
G. Barkan, Abderhaldens Hdb, d. biol. Arbeitsmeth., Abt. V, Teil 8, 
8. 1207, Berlin u. Wien 1935. 
. H. Bechhold u. L. Gutlohn, Z. angew. Chem. 37, 449 (1924). 


FPA ALP Pm oe 


pad 


ry 
_ 

















PETES ISS 


COR a A ARR Oe RIS Na ROE pare Ties 


POS: ETON ENN SIN I as ree 

















Uber den Calciumgehalt des Blutplasmas und Serums. 





Von : 

H. Thelen. " war 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung siol 

der Deutschen Forschungsgemeinschaft durehgeftrt on 
Blut 

(Aus der II. medizinischen Klinik der Deutschen Universitat in Prag.) / Tis 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1937.) Am 


Mit der Einfthrung brauchbarer und relativ einfacher Mikro. 
calciumbestimmungen haben sich unsere Kenntnisse fiber den! 
Calciumstoffwechsel unter normalen und pathologischen Bedin- 
gungen bedeutend vertieft. Es sei nur an die manifesten uni 
latenten Tetanien und. ihre Behandlung mit dem A.T.10 (Holt; 
einerseits und an die Ostitis fibrosa generalisata Recklinghause: 
-andererseits erinnert. Wir legen dabei die im Blutserum gewonnena 
Calciumwerte zugrunde, die normalerweise 9,5—11,0 mg-°/, be 
tragen. Es hat nun schon Noguchi (1925) unter Nonnenbruck 
die Frage gepriift, ob die Serumcalciumwerte abhingig sind von 
der Art und Zeit der Serumgewinnung. Es wurde das Serum inf fr; 
folgender Weise gewonnen. ‘ibe 

1. Stehenlassen des in gewéhnlicher Weise der Armvene ent- i Be: 
nommenen Blutes und Abheben des Serums nach 2—22 Stunden auf 

2. Plasmaserum. Das Blut wurde in einem mit Paraffn 
ausgegossenen und mit Paraff. liqu. versehenen breiten Zentrifager- wal 
glas aufgefangen und sofort zentrifugiert, ohne mit der Luft ng 8. 
Berthrung zu kommen. Nach 5 Minuten wurde das Plasma ab-(™ 8 
gehoben und aus ihm das Serum gewonnen. Mir 

8. Paraffinserum. Das Blut wurde unter Paraff. liqu. au-im *° 


gefangen. Nach eingetretener Gerinnung wurde das gewonnené 4 
Serum sofort abzentrifugiert oder erst nach 1—7 Stunden ab-™m -°™ 


gehoben. 
Das Resultat dieser Untersuchungen war eine abso- sia 
lute Konstan der Calciumwerte. 
















10 Jahre: spater (1935) chisieuten Waeleoh und Mitarbeiter’) 
ge, ob die Serumcalciumwerte denen im Plasma entsprechen 
= Bee core Zusammensetzung des Serums nicht das Ergebnis 
-@arch die Gerinnung unterbrochenen Ausgleichsvorgangs 
roche ‘Blutkérperchen und Plasma ist. Es wurden folgende 
hungen gemacht: 
Jeparinpla In ein Glas, das den hundertsten Teil der er- 
warteten Blutmenge an einer 1°/, Heparin (Kahlbaum) enthaltenden phy- 
siologischen Kochaalzlésung enthielt, wurde das Blut direkt aus der Nadel 
eingelassen. Das Plasma wurde sofort und in bestimmten Zeitabstiinden 
abzentrifugiert und analysiert. Das erste Plasma konnte 15 Minuten nach \ 
Blutentnahme abgehoben werden. Das Calcium wurde nach Kramer- 
Tisdall unter Verwendung von 1 cem Plasma durch direkte Fallung mit 
Ammoniumoxalat bestimmt. Dabei wurden stark schwankende Calciumwerte 
gefunden, die aber nicht in einer monotonéen Kurve verliefen. Im Abstand 
von je 5 Minuten [Fig. 2')] wurden sz. B. folgende Calciumwerte ermittelt : 
16,8, 9,8, 8,0, 12,0, 10,0, 11,0, 14,6, 10,8, 12,0, 14,0, 12,0, 11,6 mg-*/,. 
q Waelsch meint, daB sich unter dem Bilde gedimpfter 
. ie Schwingungen der Calciumspiegel des Serums einstellt und da8 
Bedin- MM der richtige Plasmawert im Niveau des héchsten gefundenen Calcium- 


n uni wertes liegt ie 
Lolt;) 2. Nativplasma, gewonnen durch Zentrifugieren des Blutes ohne Wy 
iausen ae jeden Zusatz in paraffinierten GefiSen und unter Paraffin (Fig. 10°) Die 
eves Calciumwerte schwankten von 142-10 mg-°/,. 
3 3. Vergleichende Bestimmung des Calciums in dem zu verschiedenen 
ly be Zeiten gewonnenen Plasma und im Serum, Im Plasma lagen die Werte stets 
ruch#™ héher (am 7,1—2,8 mg-%/,). 
d ™ Auf Grand dieser Ergebnisse meint Waelsch, dab man die 
im 1 Frage aufwerfen miisse, wieweit Serambestimmungen eine Aussage 
iiber den wirklichen Calciumgehalt des Plasmas zulassen und 
2 ent Beziehungen zu physiologischen und pathologischen Prozessen 
nden. Mi aufdecken. 
raffin Zur Zeit. der Mitteilungen von Waelsch und Mitarbeitern 
agen-f Waren wir an der Klinik unter dem EinfluB der Arbeiten von 
ft inf R. Keller und der Prager biologisch-physikalischen Arhbeits- 
, ab-I gemeinschaft. mit ausgedehnten Untersuchungsreihen tiber die 
Mineralverteilung zwischen Blutkérperchen und Plasma beschiftigt, 
au-(m Wobei wir von einer Konstanz der Plasmacalciumwerte (und auch 
nena der Na- und K-Werte im Untersuchungsbereich) ausgingen. Da 
ab-M durch die Mitteilungen von Waelsch diese Grundlage unserer 
Untersuchungen erschiittert wurde, habe ich es auf Veranlassung s 
und im engen Kinvernehmen mit Prof.Nonnenbruch unternommen, AN 


) Diese Z. 284, 27 (1985). 
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diese Grundlage einer erneuten Priifung zu. ‘caliiaiaiae die wir 
ganz in Arhbei mit Herrn Dozent Waelsch und 
spiiter auch mit Herrn Prof. Holtz (Berlin) vornahmen. 
sind wir mit Herrn Dozent Waelsch auch heute noch zu Deinn 
Ubereinstimmung gekommen. Herr Waelsch hat unterdessen die 
spezielle Frage untersucht, wie die von ihm angegebenen Schwan. 
kungen der Plasmacalciumwerte durch Pyramidon beeinflust werden, 
Wir glaubten, mit einer Bearbeitung spezieller Fragen solang, 
warten zu sollen, bis tiber die normalen Plasmacalciumwerte und 
ihre etwaigen Schwankungen restlose Klarheit herrschte. _ 

Im folgenden soll tiber unsere diesbeztiglichen Untersuchungen 
berichtet werden, die schon zum groBen Teil vor 3 Jahren fertig 
vorlagen, aber bisher noch zuriickbehalten wurden, um miglicher. 
weise doch noch zu einer Einigung zu kommen. Unterdessen ist 
eine Arbeit von Streef?) erschienen, die sich mit dem gleichen 
Thema beschaftigt und zu einer vollen Ablehnung von Waelsch 
kommt, Zudem verweisen wir auf die Sitzung des Prager Arate- 
vereins (Med. Klinik, Prager Ausgabe, 2. L 1937), in der zu dem 
Vortrag Waelschs ,,Blutkalk und Permeabilit&t der roten Blut- 
kérperchen“ nach Nonnenbruch und mir auch Holtz (Berlin) 
sprach. 

Unsere Resultate stammen aus Untersuchungen, die z. . Z. schon 8 Jahre 
zurtickliegen, teils aus der spiteren Zusammenarbeit mit Herrn Waelsch 
(Prag) und der mit Prof. Holtz (Berlin), an dessen Laboratorium, dank der 
Humboldtstiftang, Herr Bareuther von unserer Klinik arbeitet. 

Zu genauerem Versténdnis, sei an dieser Stelle mitgeteilt mq kon 
auf welche Weise das im folgenden besprochene Untersuchungs-§ 
material gewonnen wurde. mit 

Das Plasma: Blut durch Punktion aus der Armvene gewonnen, wird 
in gut paraffinierten Zentrifugenglisern rasch zentrifugiert und das Nativ- 
plasma, das sich in der Regel nach 5—17 Minuten abgesetzt hat, abgehoben. Wei 
LaBt man dieses abgehobene Nativplasma gerinnen, so erhiilt man nach 
lingerem Stehen das Plasmaserum. 

Das Serum: Blut wird ohne Zusatz in breiten Reagenzglisern zori Da 
Gerinnung gebracht und das erhaltene Serum nach etwa 12 stindigem Stehen ang 


abgehoben. lig 

1. Calciumbestimmungen im Nativplasiia. In paraffinierten, eae 
breiten Zentrifugenglisern gewonnenes Blut wurde raschestens i ,.,, 
zentrifugiert ohne Zusatz, das Plasma abgehoben und wie Serum ,,,; 
durch direkte Oxalatfallung verarbeitet. Der so erhaltene Calcium- 3] — 
niederschlag ist aber nicht sicher frei zu halten von Fibrinflocken, 



























































































1) Diese Z. 242, 1 (1936). 





Ober den Calciumgehalt des Blutplasmas und Serums. 


die durch das Pei -mittitriert werden, wodurch Fehler 
ion. Wir fanden in Parallelbestimmungen in 2 Dien 


















1. 8,6 und 9,0 mg-°/, Calcium. 

ersuch 2. 11,0 und 12,4 mg-°/, Calcium’). 

Dainit schaltete diese Methode fir uns aus und wir gingen 
gur Veraschungemethode tiber. 


im Heparinplasma. Nach Angaben von 
Waelsch versuchte ich in folgenden Fallen seine angegebenen 


Versuchsergebnisse zu wiederholen. Durch Heparin ungerinnbar 

Blut wurde nach verschiedenen Zeiten zentrifugiert 
und im Heparinplasma das Calcium durch direktes Fallen mit 
Ammoniumoxalat bestimmt. In folgender Tabelle sind die Resul- 
tate zusammengefaBt. 


Calcium jm Heparinplasma in mg-‘/,. 
























































































10 |15| 20 | 25] 80 | 40 | 60 |75| 90 | 120 [270/860 « 
10,7; 10,5 | |10,6; 10,8 11,1; 11,3 10,8; 10,8 
9,6; 9,8 9,6; 9,8 9,6; 9,8) 9,0; 9,6 10,0 
10,8} 10,6 |108| 10,1 | 100 | 100 | 
98 | 98] 10,0 | 98 10,8 | 10,4 |10,4 








Wie die Versuchsergebnisse zeigen, liegen die Calciumwerte 

nk defen meinen Heparinplasmen zum grbBten Teil innerhalb oder knapp 

an der Fehlergrenze. Die gréBte Schwankung, die ich feststellen 
konnte, war (im' Fall 1.) 0,7 mg-°/, Calcium. 

ungs- 5 Die Methodik der direkten Fallung des Calciums im Heparinplasma, 

mit der Herr Waelsch Calciumschwankungen bis 100°/, erhalten konnte, 

wird Pezeichnete er in seinem letzten Vortrag im Verein deutscher Arzte in Prag 

Nativ- fy 2 4. XID. 1986 nicht mehr als entsprechend, weil die so gewonnenen Werte 

roben. A Zit den Calciumwerten im veraschten Heparinplasma in nicht geniigender 

Weise tibereinstimmten. 

3.. Calclumbestimmungen in Plasma- und Serumaschelisungen. 

n zur Da die im Serum abliche direkte Calciummethode aus den oben 

tehen Ml angefthrten Grinden sich nicht auf das Nativplasma tbertragen 

lie8, muBte ich—fir Plasmauntersuchungen eine geeignete Ver- 

rten, aschungamethode finden. In meiner Arbeit verwendete ich 2 Ver- 

stens aschungsmethoden: a) die Schwefeleiiure—Salpetersdureveraschung 

rum@ und b) die Platintiegelveraschung. Beide Methoden werden im 


ken, *) Val Zusammenarbeit mit Herrn Waelsch und Schlu8wort des Vor- 
trages yon Herrn Waelsch im Verein deutscher Arzte, 4. XI. 1986. Med. 
Klinik, 2. I, 1987. 
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198 be H, Thelen, 

folgenden. besprochen. und die mit ihnen erhaltenen Resultate 
verglichen. 

Eine Calciumlésung wurde durch analytisghiel Einwagen von Wasser. 


freiem Calciumchlorid (10,8 mg-°/, Calcium) hergestellt, mit dem Schwefel. 
in der Platinschale it, die Asche mit 


einigen Tropfen ‘n/10-Salzsdure befeuchtet und in Wasser geldst. Die in 

dieser Liésung vorgenommene Analyse ergab 11,1 mg-*/, Calcium. 
Caleiumehloridlésung eingewogen (10,8 mg-*/, Ca) 

Direkt mit Ammonoxalat gefallt ergab . . 10,8, 10,8, 10,8, 11,0 mg-*/, Ca 

Schwefel-Salpeteraiiure abgeraucht ergab. 11,0, 11,1, 114i, 1141 y» , 


Nach diesem Versuche wendete ich diese Veraschungsmethode 
auf Plasmen und Seren an und verglich den Calciumgehalt dieser 
Aschelésungen mit dem durch direktes Fallen mit Ammoniun. 
oxalat erhaltenen. 





Mit Schwefel-Salpetersiure verascht Direkt gefillt 

1. Plasmacalcium . . . 9,4mg-°/, Plasmaserumecalcium . 9,4 mg-°/,*) 
2. Serumealcium ... 90 ,, Serumealcium . . . 9,2 , 

8. 2? ee + OB, ” - . - 102, 
4. fs 98. , e <a, 

5. Plasmaserumcalcium . 9,4 _,, Plasmaserumcalcium . 10,7 _,, 

6. Plasmacalcium . . . 10,3 __,, - 102 ,, 


Wie aus der Gegeniiberstellung hervorgeht, erhielt ich bei 


fast allen Fallen mit und ohne Veraschung innerhalb der Fehler. 


grenze gut tibereinstimmende Werte bis auf Fall 5, bei dem nach 
Veraschung um 1,3 mg-°/, zu wenig Calcium gefunden wurde. Den 
Grund fir diesen Calciumverlust konnte ich nicht feststellen, 
nehme aber an, daB sich beim Glithen Metaphosphorsiure bildete, 
die durch Unléslichkeit ihres Calciumsalzes diese Differenz hervor- 


rief. Die Schwerléslichkeit des Calciumsulfates kann wohl hierfir 
nicht verantwortlich gemacht werden, da das Volumen des Lésungs- 


mittels immer groB genug gewahlt war und bei der trocknen 
Platintiegelveraschung das Calcium immer quantitativ in Lésung 
geht, obwohl sich bei der Platintiegelveraschung aus dem Schwefel 
der Eiwei8kérper, wie ich nachweisen konnte, auch Sulfationen 
bildeten. An dieser Stelle méchte ich auf die Arbeit von Streef 


hinweisen, der mit derselhen Methodik zu den ‘gleichen - Resul- 


taten kam. 


Nun war noch zu entscheiden, welche von den beiden Ver- 


aschungsmethoden, die feuchte mit Schwefelsiiure—Salpetersaure 





*) Mittelwerte aus Doppelbestimmungen. 












sultate 


Wasser. 
hwefel. 
the mit 
Die in 
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oder die trockne im Platintiegel, im Plasma oder Serum die zu- 
geren Werte liefert. 

en einige Versuche, in denen ich die mit den beiden 
raschung ethoden erhaltenen Werte denen mit. der direkten 
Fallung des Serums bzw. Plasmaserums mit Ammoninmoxalat 
gewonnenen vergleichend gegentiberstellte. PTV Platintiegel- 
veraschung; SSV Schwefelsiure—Salpetersiureveraschung; DF di- 
rekte Fillung mit Ammoninmoxalat; veces geben wiederum 
mg-"/, Ca an. 






Fall 1. Pat. Sp. Fall 2. Pat. Ing. K. 
6 Min. Plasma ....8SSV_ 9,7; 9,7 Plasma ... PTV 11,1; 11,1 
ee _ PTV 99° 5 Mi » ++» BEV 9,8; 9, 
Serum..... . DF 10,1; 10,0 Plasmaserum DF 10,7; 10,8 
rs SV 9, ‘a SSV 9,8; 9,5 
Serum .... DF 10,6; 10,7 

Fall 3. Pat. A. Fall 4. Pat. Jur. 

5 Min, Plasma .... PTV10,8; 10,8 6 Min. Plasma . . . PTV 10,5; 10,1 
b Plasmaserum . DF 11, 1; 11,0 Cy . SSV 10,2; 10,4 
6°, eee . PTV11,0; 114_)6 , Plasmaserum PTV 10,2; 10,4 
Serum..... DF 11,0;11,0~ 6 ,, ss DF 10,0; 10,3 
ae aie PTV 11,0; 11,2 Serum... . DF 10,6; 10,4 
= . PTV 10,2; 10,4 


Im Fall 1. und 4. liefert -die Siti catitdeaia: Helestiniece 
veraschung mit der Platintiegelveraschung tibereinstimmende Werte. 
Im Fall 2 bestehen zwischen den beiden Veraschungsmethoden 
die Differenzen, auf die ich schon oben hingewiesen habe. Aus 
diesen 4 Fallen geht hervor, daB die Calciumwerte nach den beiden 
Veraschungsmethoden gut fibereinstimmende Werte geben. Dort 
wo Differenzen auftreten, lassen sich diese sicher vermeiden, wenn. 
man die gebildete Metaphosphorefiure ‘in Orthophosphorsiure um- 
wandelt (Streef), was ich in meinen Versuchen aus Auferen 
Grinden: so — Als Veraschungsmethode ist sowohl 

wefelsiure—Salpetersiuremethode als auch die Platintiegel- 
veraachung aut beniaelitine, wenn man auch bei ersterer darauf 
achten muB, entstandene Metaphosphorsiare i in Orthophosphorsiure 
umguwandeln und sie aus diesem Grunde eine gréBere Ubung 
erfordert. 

An dieser Stelle seien nun noch die Untersuchungen mitgeteilt, die 
aus dem Bestreben heraus ausgefihrt wurden, die zwischen Waelsch und 
uns bestehenden Differenzen bestiglich der Plasma- und Serumcalciumwerte 
mu klaren. ~Wir untersuchten in enger Zusammenarbeit von jeweils dem 


gleichen Normalfall gewonnenes Nativplasma und Serum, jeder nach seiner 
Methodik. Die Resultate waren folgende; 
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Waelsch 


Serum. < . . 3s OF * 10,8 mg-°/, Ca DF 198 10,8 mg-*/, (, 
ss ia cane 9,5 SSV . 
Fall Il. Pat. Dr. : ; 
6 Min. Plaama . . PTV%14,6 14,6 DF 12/4, 11,0 
2.5 yx es PIV 108 105 
-6 ,, Plasmaserum —- — DF 10,7 10,7 
22 ,, se a DF 108 10,2 
Serum .... . DF 12,7 12,7 12,9 “DF 10,5 10,5 
= ics ee. Eee ee OS —_- — 
Fall Il. Pat. H. : 
6Min. Plama . . PIV 12,0 12,2 SSV 9,1 9,6 
Serum... . . PIV 10,1 10,2 —_—_— — 
fo Be er eee DF 9,2 9,2 
Fall IV. Pat. K. Ka 
5 Min. Plasma PTV 10,6 10,3 PTV 8,6 
SSV 8,7 
Seram .. ..» FAV 08 —_ 
Sy ee og ae SRS DF 9,7 


Fall V. Pat. Hat. 

5 Min. Plasma . . PTV: 11,8 11,3 

Seram ..... PIV 11,0 11,0 11,0 _ — 
niente CE TEE 116 118 DF 10,7 10,6 

Calciumchloridlis. . 11,45 10,8 10,9 


Da Herr Waelsch in 8 von den 4 Fallen im Plasma immer héhere 
Werte fand als im Serum und meine Plasmacalciumwerte sich grdBtenteils in 
der Norm der Serumcalciumwerte bewegten, kam durch unsere Zusammen- 
arbeit keine Einigung sustande. 


SSV 11,4 11,4 


AnschlieBend an diese Zusammenarbeit, die leider keine 
wag herbeifahrte, war es uns méglich, mit Herrn Prof. Holtz 


von der Klinik Sauerbruch in Berlin eine Anzahl von Plasms- 
und Serumprobeh zu tauschen und so mit ihm gemeinsam dieses 
umstrittene Gebiet zu behandeln. Die Ergebnisse der Zusammen- 
arbeit mit Prof. Holtz, Berlin, waren folgende: 


Fall I. Holtz Thelen 
6Min. Plasma . . _- SSV 98 9,8 mg-?/, Ca 
6 Min. Plasmaserum DF 9,1 9,2mg-°/,Ca DF 9,5 9,5 
' Fall Il. 7 
Serum . . . DF 10,8 10,8 DF 10,6 10,7 


Calciumehloridlés. 3 10,8 10,8 10,8 10,8 


~ 





yo ee ‘ 
*) Vgl. Erklarung sur vorigen Tabelle. 






























g-"/, Ca 






© Pheer den Calcitimgebelt des Biutglesmas und Serums. 90/4 
fall III. Pat, Dol. Holts Thelen 


5Min. Plasma . . SSV 9,5 9,4mg-/,Ca SSV 9,8 9,9 mg-/,Ca 
¢Min. Plasma . . SSV 9,2 SSV 9,7 9,6 

PTV 9, 9 9,8 
Serum ..... DF 98 . DF 10,1 10,0 


Die Zusammenarbeit mit Herrn Holtz zeigte ein sekr gutes 
fbereinstimmen der erhobenen Befunde und bildet eine Stiitze 
fir die Anschauung der Konstanz der Calciumwerte in Plasma 
und Serum. 


Bei den Untersuchungen fiber den Mineralstoffwechsel der 
roten Blutkérperchen, tiber die an anderer Stelle berichtet wird, 
gingen wir von dem Bestreben aus, die in vivo-Verhiltnisse des 
Blutes nach Méglichkeit beizubehalten. Deshalb vermieden wir es 
auch, mit gerinnungshemmenden Zusitzen zu arbeiten und be- 
schrinkten uns auf den 5 Minuten-Plasmawert und den Serumwert. 
Da wir mit dieser Methodik nur 2 Punkte der Zeitkurve nach 
Waelsch erfassen, nimlich den Wert des 5 Minuten- bzw. 6 Mi- 
nuten-Nativplasmas und des 12 Standen-Serums, und die Calcium- 
werte in allen von uns: untersuchten Fallen zu den beiden Zeiten 
gleich sind, glanben wir daraus mit Berechtigung auf eine Gleich- 
heit des Nativplasmas und Serums in bezug auf ihren Calcium- 


gehalt schlieBen zu kénnen. Geringe Calciumdifferenzen zugunsten 


des Plasmas von 0,7 mg-°/, konnten wir zwar in einem Fall nach- 
weisen, auch fanden wir einmal im Serum mehr Calcium als im 
Plasma. Diese Unterschiede bewegten sich jedoch immer unter 
1,0 mg-°/,- Plasmaserumdifferenzen im Ausmafe von 5,2 und 
2,0 mg-°/, Calcium, sowie Calciumdifferenzen im Serum nach Ver- 
aschung und nach direkter Fallung von 0,6—3,1 mg-°/,, wie sie 
Waelsch anlaBlich unserer Zusammenarbeit fand. konnten wir 
nicht finden. 
Zusammenfassung. 

Nach der Mitteilung von Waelsch und Mitarbeitern tritt 
nach der Blutentnahme ein nach beiden Richtungen rasch 
schwankender Austausch des Calciums zwischen Blutkérperchen 
und Plasma ein, der Anderungen der Plasmacalciumwerte bis zu 
100°, im Abstand von 5 Minuten bedingt. Demgegentiber konnten _ 
wir in unseren Untersuchungen die alte Angabe von Noguchi 
(unter Nonnenbruch) best&tigen, daB die Plasma- und Serum- 
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902 H. Thelen, Cay den Calciumgehalt des Biutplasmas und Serums, 


calciumwerte konstant sind und da8 mit einem faBbaren Wanden 
von Calcium zwischen Blutkérperchen und Plasma nickt zu rech.— 
nen ist. Untersucht wurde der Calciumgehalt des Plasmas, dag 
durch rasches Zentrifugieren oder durch Zusatz von Heparin ge- 
wonnen wurde, und das Serumcalcium. Dabei wurde gefunden, daf 
die Plasma- und Serumcalciumwerte bis auf geringe Unterschiede 
iibereinstimmten. | 


Waelsch nannte als normale native Plasmakalkwerte Zahlen 
zwischen 14 und 16 mg-°/,. Unsere Untersuchungen kontiten diese 
Angaben nicht bestitigen. Im Verlauf unserer Arbeiten hat 
Waelsch seine frithere Methodik der direkten Fiallung des 
Heparinplasmas mit Ammoniumoxalatlisung bei Calciumbestin- 
mungen verlassen und durch die Veraschungsmethode ersetzt. Er 
gibt jetzt bereits wesentlich niedrigere Calciumwerte im Plasma hoh 
an, halt aber immer noch an einem Unterschied bis zu 3 mg") Thy 
zwischen Serum- und Plasmacalcium fest. den 
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en, dag Darstellung und. Identifizierung i | 

schiedefy der in 1 den pflanslichen Zellkernen vorkommenden Nucleins&ure. | i 
Von 4} ! 









R. Feulgen, M. Behrens und 8, Mahdihassan. 


ge (Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitét GieGen.) Ml 7 
San (Der Schriftieltung sugegangen am 22. Januar 1987.) aI 
estim. ee oa | Rd 
zt. Er Seit Beginn der Entwicklung der Kernchemie teilt man die 
‘lasmai™ hoheren Nucleinsiuren (Tetranucleotide) ein in die _,,tierische“ 
ng-"/  Thymonucleinsiure und die ,pflanzliche“ Hefenucleinsiure, von ie | 
denen die erstere in tierischen, die letztere in pflanzlichen Zell- ea 
kernen vorkommen soll. Beim Studium der Alteren Literatur a 
bekommt man aber die Uberzeugung, daB ein Beweis fiir das ace 
Vorkommen der Hefenucleinséure in den pflanzlichen Zellkernen ‘ie 
iberhaupt noch nicht erbracht worden ist und auch nicht erbracht 
werden konnte, weil es noch niemals gelungen war, pflanzliche 
Zellkerne priparativ zu isolieren, wahrend bekanntlich tierische 
Zellkerne, wenigstens aus drei bevorzugten Objekten (Hiterzellen 
bzw. Lymphocyten, kernhaltige rote Blutkérperchen, F'ischspermien) 
sehr frtihzeitig dargestellt worden waren und das Material fir 
unsere Kenntnisse fiber das Vorkommen der ,,tierischen* Thymo- 
nucleinsiure geliefert haben. Man war vielmehr gezwungen, ent- 
weder ganze pflanzliche Zellen (wie die Hefe) oder sogar pflanz- 
liche Gewebe zu verarbeiten. Man suchte nach sehr kernreichen, 
dabei leicht zu beschaffenden Geweben, fand sie in den Keimen 
der Cerealien, und man hat aus diesen, wie auch aus der Hefe, 
in der Tat die Hefenucleinsiure isoliert, die man daraufhin als 
»pflanzliche* Nucleinsiure bezeichnet hat. Aber irgendein Beweis 
fir das Vorkommen bzw. die Lokalisation der Hefenucleinsiure 
war damit keineswegs erbracht. 

Wiederholt man nun die Versuche von Osborne und Harris’), die 
durch einfache Wasserextraktion aus gemablenen Weizenkeimen die mit der 
Hefenucleinsiiure: identische: Tritikonucleinsiure dargestellt haben, unter 
Kontrolle des Mikroskops, dann kann man unschwer feststellen, daS die 
Zelikerne sich durch die Wasserextraktion histologisch nicht verdndert haben, 


1) Thomas B. Osborne u. J. F. Harris, Diese Z. 36, 85 (1902). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 16 
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sie firben sich ebenso wie vorher, wihrend dochwiie Erfahrung bei der 
Darstellung der Nucleinsfure aus ticrischen Geweben lehrt, da8 mit der 
Mobilisierung der in den Zellkernen vorkommenden Nucleihsiure gleich. 
zeitig eine Auflésung der Zellkerne verbunden ist. 

Zum ersten Male tauchten Zweifel an dem angeblichen Vor- 
kommen der H ¢ in den Kernen anf, ale Feulgen 
und Rossenbeck?) die Nuclealfarbung ausgearbeitet hatten und 
fanden, daB, die fir die Thymonucleinsiure charakteristische 
Nuclealreaktion (Hefenucleinsiiure liefert diese Reaktion nicht) auch 
zlichen Zellkernen gegeben wird. K. Voit’) stellte 


von den pflan 


den nuclealen Charakter auch der Bakterien fest. Aus diesen 





- Befunden wurde damals geschlossen, daB in den pflanzlichen Zell- 


kernen ,,eine Nucleinsiure vom Typus der Thymonucleinsiure‘ 
vorkommen miisse, und daB die Hefenucleinsaure vielleicht gar 
nicht in den pflanzlichen Zellkernen, sondern im Protoplasma 
enthalten sei. Diese Kinengung bei der Deutung der Nucleal- 
reaktion muBte geschehen, weil die Nuclealreaktion, als der kohlen- 
hydratahnlichen Komponente der Thymonucleinsiure entspringend 
(Desoxyribose nach Levene), keinen Aufschlu8 fiber die stickstoff- 
haltigen Bausteine der Nucleinsiure und ihre Konstitution geben 
konnte. Allerdings kennen wir bis jetzt mit Sicherheit nur eine 
einzige nuclealpositive Nucleinsiure, nimlich die Thymonuclein- 
siure, die neben anderen Basen als fiir sie charakteristischen 
N-haltigen Baustein das Thymin enthialt, das in ——— 
Nucleinsiuren nicht angetroffen wird. 

In Einklang mit den Befunden und Anschauungen von Feulgen und 
Mitarbeitern stehen die Versuche von Kiesel‘), der aus Erbsenkeimen ein 
Nucleoproteid isoliert hat, das die Nuclealreaktion lieferte und u. a. Thymin 


als Baustein enthielt. Kiesel driickt sich sehr vorsichtig aus, . er 
sagt: ,,Da die Nucleoproteide ohne vorausgehende Zelikernabtrennung 


halten wurden, kann tiber die lokale Verteilung in der Zelle nichts so : 


gesagt werden, nur ens Anal den kann der Zellkern als ihre Dar- 
stellungsquelle angesehen werden“. Aber gerade aus _,,Analogiegriinden“ 
haben die alten Autoren ja auch die Hefenucleins&ure in die Zellkerne 
hineinverlegt, wegen der offenbaren Abnlichkeit der Hefenucleinsiure mit 
der Thymonucleinsdure, deren Vorkommen in den. Zellkernen durch die 
Versuche von Miescher an isolierten tierischen Zellkernen eindeutig 
bewiesen war. 


Ein einwandfreie Klirung der Frage kann natiirlich nur er- 
zielt werden durch priparative Isolierung der in pflanzlichen 





*) R. Feulgen u. H: Rossenbeck, Diese Z. 136, 208 (1924). 
5) K. Voit, Z. exper. Med. 65, 564 (1927). 
9: A. Kiesel u. A. Belozersky, Diese Z. 229, 160 (19384). 
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ai der ( Zellkernen vorkommenden Nucleinsiure aus pflanzlichen Zell- aed 
* der H kernen selbst and ihre Identifizierung. Die Darstellung pflanzlicher : 
eich. Zelikerne aber war erst miglich durch die allgemeine Methode 
V -Zell- und Gewebstrennung von M. Behrens‘). Durch die 
oe, i bisherige Unmoglichkeit der. Darstellung pflanzlicher Zellkerne 
gen scheidet sich die Biochemie der pflanzlichen Zellkerne und 
~~ ihre Ecideng grundsitglich von der der tierischen. Man kann 
aN ohne Obertreibung sagen, daS wir fiber die Zusammensetzung der 
om pflanzlichen Zellkerne bisher tiberhaupt nichts wissen; denn das 
wenige, was wir zu wissen geglaubt haben, hat sich als falsch 
erwiesen. : 
sre Die Klarung der Frage war aber auch noch aus einem anderen 
Grunde notwendig. Die Nuclealfirbung hat inzwischen in die 
e. Arbeitsmethoden der Biologen Eingang gefunden. Sie wird vor 
allem dann angewandt, wenn bisher nicht definierte Zelleinschliisse 
als Zelikerne. oder Abkémmlinge von Zellkernen identifiziert werden 
ahd sollen. Es erscheint von vornherein sehr gewagt, aus einer rein 
chemischen Reaktion auf eine morphologische Zugehérigkeit oder 








































a Herkunft zu schlieBen. Daher war es vor allem ndtig, zu unter- 

om suchen, ob der Thymonucleinsiure wirklich eine universelle Ver- 

ine breitung und Bedeutung zukommt. 

ae Wir waren daher seit der Auffindung der Nuclealfirbung 
bemtht, die vermutete Thymonucleinsiure aus pflanzlichen Geweben 


darzustellen und zwar gerade aus Keimen der Zerealien, der 
| klassischen Fundstitte der ,pflanzlichen“ Hefenucleinsiure. Die 
ed Schwierigkeiten waren sehr groB. DaB eine einfache Wasser- 
ijn extraktion nicht zum Ziele fihrt, wurde erwahnt. Wendet man 
er aber auf Weizen- oder Boggeukeime die bei der Darstellung der 
er- Thymonucleinsiure iibliche Behandlung mit Natronlauge an, so 
a lésen sich die Zellkerne zwar auf, die verfltissigte Masse diffundiert 
aber nicht durch die Zellmembranen hindurch; denn die Thymo- 
ne nucleinsiure ist — im Gegensatz zur Hefenucleinséure — ein 
nit Kolloid, ihr Na-Salz ein Gel und auch in geschmolzenem Zustand 
ie (bei 100°) hochkolloidal. Die derben Zellmembranen aber werden 
a durch die tiblichen Laboratoriumsmihlen nicht aufgeschlossen. 
Es werden nicht einmal die Gewebe in die einzelnen Zellen auf- 
z gelést, stets besteht ein solches Mahlgnt, und sei es noch so fein 
" gemahlen und gesiebt, aus Zellyerbanden. Als Zeichen fir das 
semipermeable Verhalten der Zellmembranen gibt die Nucleal-. 








‘) M. Behrens, Diese Z. 200, 59 (1982); 220, 97 (1988); 282, 268 (1985). 
15* 

























near oes 






von ee durch die Alkaliviskung 
entstehen. Diese Pektinsiuren haben die gleichen | 





schaften wie: die Thymonucleinsiure und sind: wie del Kolloidal, | 


so da8 eine Abtrennung nicht miéglich war. 


Es war also ndtig, zuerst die Zellmembranen zu entfernen, 


Aus verschiedenen Griinden kamen chemische Mittel hierzu nicht 
in Frage, so daB nur noch die mechanische AufschlieBung tibrig 
blieb. Hierzu muBten besondere Methoden ausgearbeitet werden. 
Eine sehr spirliche Ausbeute lieferte ein tage- und wochenlanges 
Schiitteln des gemahlenen und scharf getrockneten vorgemahlenen 
Materials mit in Atherischer Suspension. Diese Methode 
kam daher ebenfalle nicht in Frage. Wir konstruierten daher 
zu diesem Zweck eine Mihle*), mit der es mthelos gelang, auch 


einen gréBeren Kinsatz in wenigen Stunden bis auf die Zellkerne | 
herunter zu mahlen. Ihr Mahlwerk besteht aus Carborundum- | 
scheiben feinster KorngréBe, die aufeinander eingeschliffen und 


auBerdem so ausgebildet sind, dab sie als Zentrifugalpumpe wirken, 
wodurch eine fortwihrende Durchsptilung der Mahiflichen mit 
der Suspension der vorgemahlenen Keime in Benzol stattfindet, 
in die das Mahlwerk eintaucht®). Auf trockenem Wege lABt sich 
eine so feine Vermahlung, wie sic hier notwendig ist, tiberhaupt 
nicht durchfihren. Nach kurzer Zeit zeigt die mikroskopische 
Untersuchung, da8 die Zellverbinde sich in die einzelnen Zellen 
aufgelést haben. Nach weiterem Mahlen weisen die Zellen zackige 
Konturen auf, ein Zeichen, daB die Zellmembranen abgerissen 
sind. Nach einiger Zeit nehmen diese Zellreste randliche Formen 
an: sie bestehen dann im wesentlichen aus Kernen, die nur noch 
von einem schmalen Protoplasmasaum umgeben sind. Das Proto- 
plasma selbst aber wird als AuBerst feine Partikelchen ,ab- 
geschliffen“, die im Benzol lange Zeit in Suspension bleiben, 
wahrend Zellkerne und Zellmembranen sich leicht zu Boden setzen. 
Durch einfaches Abschlimmen: ist man also in der Lage, das 
Protoplasma zu entfernen. Der Bodensatz,. bestehend aus Zell- 
kernen und Zellmembranfetzen, wird nun ‘nach dem Verfahren 





*) Die Mihle wird von der Firma Otto E. Kobe in Marburg (Lalin) 
hergestellt. 
*) R. Feulgen u. M: Behrens, Diese Z. 281, 85 (1985). 
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yon M. Behrens auf Grand ihres verschiedenen spezifischen Ge- 
—_ ihre Komponenten zerlegt. Zu diesem Zweck wird 
-Mischung von Tetrachlorkohlenstoff und Benzol von be- 
tafen inulin, empirisch gefundenen spezifischen Gewicht hergestellt 
igen. und der Bodensstz darin suspendiert. Nach kurzem Zen 
vidal, Hi gehen die Zellmembranen, weil spezifisch schwerer, zu Boden, 
waihrend die Zellkerne an die QOberfliche steigen. Sic werden 
men, [| abgehoben, mit Ather nachgewaschen und getrocknet. 


nicht Auf diese Weise erhielten wir beliebige Mengen pflanzlicher 
tbrig J Zellkerne als ein auBerst feines, zwischen den Fingern unfthl- 
‘den. H bares weiBes Pulver. 

nges Das so’ gewonnene Material ist nun noch nicht vollkommen rein, es 
“nen MH enthalt noch einen’ gewissen Prozentsats von protoplasmatischen Anteilen 
1ode fi und Zellmembranen. Zur reinsten Darstellung von pflanzlichen Zellkernen 
aher muS das Mahlen, Schlimmen und Trennen mehrfach wiederholt werden Bie 
ch nach Gesichtepunkten, wie sie von M. Behrens’) an anderer Stelle aus- Cite 
| fahzlich beschrieben worden sind. Aber auch aus dem mit der beschriebenen : 
ne BE schr einfachen Methode dargestellten sehr kernreichen Material 1&Bt sich 
um- reine Thymonucleinsiure darstellen. Dieser (eehwierigere) Fall soll hier 
und beschrieben werden. 

ken, Nach Erwirmen mit verdtinnter Natronlauge und Fallen des 
mit Hi cingeengten und neutralisierten Filtrats mit Alkohol erhielten 
det, ME wir ein gelatinierendes Na-Salz, das sich ganz so verhielt wie 
ich J a-thymonucleinsaures Natrium. Es gab die Nuclealreaktion und 
upt HM lieferte nach totaler Spaltung die vier fir die Thymonuclein- 
che M siure charakteristischen Basen: Guanin, Adenin, Cytosin und 
len Ti Thymin. Auch das Verhiltnis N:P enteprach dem von Steudel 
ige geforderten Verhiltnis 1: 1,70. Indessen lagen die absoluten Werte 
en My fir den N- und P-Gehalt unter den von Levene verlangten, 
en und die Intensitét der Nuclealreaktion war schwicher als erwartet. 
ch Wir schlossen daraus, daB die Substanz noch mit Pektinsiuren 
to- i vermengt war. 

ib Diese Schwierigkeiten konnten durch die fermentative 
"0, Mi Spaltuang der Zellkerne tiberwunden werden. Wir. verwenden 
. dazu das ,,Pankreatinum absolutum“ der Firma. Merck, das, wie 
" vor kurzem beschrieben wurde®), neben Proteasen auch eine 
~” fi Nucleogelase enthalt, welche die a-Form der Thymonucleinsaiure 
°n Hf depolymerisiert und in die noch Tetranucleotidstruktur aufweisende 













































n) ) M. Behrens, in Abderhalden, Biolog. Arbeitsmethoden, Abt. V, 
eil 10, 
: 4 R. Fenlgen, Diese Z. 287, 261 (1985): ‘238, 105 (1986). 
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b-Form. ttberfithrt. ‘Dadurch, dab wir die fermentative § 
ix Form einer Differentialmethode anwandten, Konnten wir uns. je em 
von den vorhandenen Pektinstoffen weitgehend : in al 

Zu diesem Zwecke wurde das Material zuniichst einmal mit der. 1), St 
selben Pufferlésung ausgekocht und erschOpfend extrahiert wie 9% Rabr 
sie spiter bei der fermentativen Spaltung angewandt werden sollte, 9 V** 
Hierdurch erreichten wir, daS bei der Spaltung der Zellkerne [a "=. 
nur noch solche Stoffe in Liésung gehen, die auf Grund der I jher 
Fermentwirkung mobilisiert werden. So erhielten wir aus dem [Males 
Filtrat. eine Nucleinsiure, die sich hinsichtlich ihrer Elementar. i 4 
analyse, ihres Basengehaltes und der Nuclealreaktion nicht mehr 

von der b-Thymonucleinsiure unterschied. Auch die Tatsache, #% Je 20 
daB das Na-Salz der in den pflanzlichen Zellkernen vorkommen- 8 
den Nucleins&ure gelatiniert, durch die Nucleogelase aber in eine as : 
nichtgelatinierende Form tibergefiihrt werden kann, muB als ein && gebr 
wesentliches Erkennungsmittel angesehen werden. i diese 


Das von uns verwendete Fermentgemisch enthalt einmal Fermente, asoh 
welche die Zellkerne auflégen (im wesentlichen Proteasen), und dann die groBe 
Nucleogelase. Nun geht aber die Auflésung der Zellkerne nur im alka. Hj iy.) 
lischen Bereich (etwa bei pq 8) gut vonstatten, w&hrend das Optimum fir beam 
die Nucleogelase bei 6,8 liegt®). Verdaut man also die Zellkerne bei dem gebre 
hierfir optimalen py, dann findet keine quantitative Depolymerisierung wird 
statt, und man erhilt Priparate von thymonucleinsaurem Na, die noch ein tisehi 
gewisses Gelatinierungsvermigen aufweisen. Wir zerlegen daher die fermen- gur 
tative Spaltung in 2 Abechnitte, wobei die Zellkerne zuniichst in Gegenwart 7 5... 
von verdiinnter Sodalésung aufgelist werden, wi&hrend das isolierte Rob- 
produkt dann nachher bei neutraler Reaktion vollstandig depolymerisiert wird. 1 Vo 











































Experimenteller Teil. — | pend 


A. Darstellung und Vorbereitung der Roggenkeime. Wir ver & potrc 
wenden fiir unsere Versuche Roggenkeime, weil diese viel leichter rein Ti Kerr 
zu gewinnen sind als Weizenkeime, die bei der des Weizens 
zerquetscht werden und sich dann nicht mehr quantitativ von der Kleie 
trennen lassen. Sie wurden aus einer Roggenmtihle beschafft und an Ort # Vor 
a. und Stelle einigermaBen aus der Kleie herausgesiebt. Ein derartiges Material 9 mit 
enthilt noch sehr viel Kleie. Zu ihrer Abtrennung benutzen wir eine 9% cefil 
laboratoriumamaBig angewandte ,,Windsichtung: Ein Ventilator wurde in [Mj entfe 
Stuhlhshe aufgestelit und durch den horizontal gerichteten Luftstrom mittels Jj keite 
eines weiten Trichters das Rohmaterial hindurchrieseln gelassen. Die Keime 9% Wird 
werden durch den Luftstrom nur wenig abgelenkt, wihrend die Kleieanteile Sied 
weit weggeblasen werden. Das Ausblasen der Kleie wurde mehrmals wieder- man 
holt.. Da wegen des verhiltnism&Big geringen Anteils an Zellkernen jede — ‘reie 
Gelegenheit sur Anreicherung benutzt odes aglier wurden die Keime zu- § 24 ¢ 
erst mit Wasser extrahiert, wodurch allein etwa 50°, des Materials an im 92°) 
wasserlislichen Stoffen entfernt, und damit eine Anreicherung der Kerne 9 /6sw 
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suf das Doppelte ersielt. werden kann. Gleichzeitig wird gekocht, um stérende 
Fermente su. vernichten und die noch reichlich vorhandenen Meblkérper au 


& id Bqgeakelos. werden in 6 Liter kochendes Wasser cingesthet, 
y, Sande gekocht und die Keime dann mehrere Stunden unter dfterem 
Rabren und Sfterem Wasserweehsel ausgewaschea. Die Abtrennung vom 
Wasser geschieht am besten durch ein Haarsieb. Dann preSt man in einem 
Tach ab, entwiissert mit Alkohol und 1a8t in dinner Schieht trocknen. Sie 
kommen dann in einem Beutel fir einen Tag in einen Vakuumexsiceator 
iber Schwefeledure, werden dann in einer Excelsiormiihle gemahlen, bis 
slles ein Sieb von der Maschenweite '/,mm passieren kann. Vor dem Mablen 
Oe cae a 


B. Darstellung der Zellkerne. Abtrennung der Zellmemb 
Je 200g Keimmehl werden, in etwa 2 Litern Benzol suspendiert, in 8 
Ratteng/"se von 2,5—-3 Litern Inhalt 8 Stunden unter Kihien in der be- 
echriebenen Feinmiihle gemahlen, Dann 1&8t man 8 Stunden absitzen, hebért 
die von Protoplasms triibe Fitissigkeit ab, suspendiert wieder mit 2 Litern 
(gebrauchtem) Benzol, mahlt wieder 8 Stunden, schlammt ab und wiederholt 
diese Operation ein drittes Mal. Nach dieser Zeit ist in der Regel der 
richtige Feinheitsgrad erreicht, was im Ausstrichpriparat durch Farbung 
noch Unna-Papenheim zu kontrollieren ist. Bei Inangriffmahme von 
groBeren Mengen benutst man die Zeit des Absitzenlassens sinngem&8 zum 
Mahlen einer neuen Portion. Wesentlich ist, daB immer altes Benzol ge- 
braucht wird, da in friechem eine Ausflockung stattfinden kann, was in 
gebrauchtem durch die in Lésung gegangenen Fette und Lipoide verhindert 
wird, Man befreit das abgeheberte Benzol von den kolloiden eg oN 
tischen Anteilen durch Sciiitteln mit Kieselgur und Absaugen te 
gur. Nach dem Mahlen und Schlimmen wird abgesaugt und ah der Luft 
iiber der Heisung getrocknet. Ausbeute etwa 65 g aus 200 g Keimmehl. 

Zur Abtrennung der Zellmembranen benutzt man ein Gemisch von 
1 Vol. Benzol und 2 Vol. Tetrachlorkohlenstoff, das ein spezifisches Gewicht 
von 1,890 hat. Je 10g Feinmehl werden in 100 ccm des Gemisches sus- 
pendiert und 10 Minuten zentrifugiert. Die obere, die Zellkerne enthaltende 
Schicht wird mit einem Spatel abgehoben, mit Benzol nachgewaschen und 
getrocknet. Der Anteil an Zellmembranen betrigt rund 50°/,. Ausbeute an 
Kernfraktion etwa 80 g aus 200 g Keimmeh!l = 400 g Roggenkeimen. 


C. Darstellung der b-Thymonucleinsiure aus den Zellkernen. 
Vor der fermentativen Spaltung der Zellkerne miissen diese erschdpfend 
mit verdiinnter Sodalésung extrahiert werden aus Griinden, die oben an- 
gefihrt sind. Vor allem soll dadurch auch die Hefenucleinséure miéglichst 
entfernt werden. Da das Material auBerst fein ist, kinnen groBe Schwierig- 
keiten beim Filtrieren entetehen, wenn nicht genau nach Vorachrift gearbeitet 
wird, 100g der Zellkésnfraktion werden mit 1 Liter Wasser verrtihrt, zum 
Sieden erhitzt und 10 Minuten lang unter Umriihren gekocht. Dann kihlt 
man ab und gieBt die Masse in 1 Liter einer 1°/,igen Lésung von wasser- 
freiem Soda, 1K6t 1 Stunde stehen und filtriert durch 8 Faltenfilter von 
24 em Durchmesser. Dann suspendiert man den Filterriickstand in 1 Liter 
0,2°, iger Sodalésung, filtriert und wiederholt die Extraktion mit Soda- 
lésung Smal. Zur jedesmaligen Abtrennung des Filterriickstandes vom 
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ia. Manger io Monee das samt grrerest gio ng 





absolutum der Firma Merck sowie Toluol hinzu und: stellt 4 Tage in einen 
Brutschrank bei 88°. Die Nuclealfirbung 
Auskunft fiber das Fortechreiten der Verdanung. Nach der 




























wobei man die Filtrate sur Zerstdrung der Fermente jedesmal aufkocht und 
engt unter vermindertem Druck auf etwa 100 ccm ein. Die Fallung nit 
Adkohol geschieht, um andere Kationen von einer Salzbindung mit der 
Nucleinsiure fernzuhalten, bei stark alkalischer Reaktion. Za diesem Zweck 
versetst man nach event. mit 10 ccm konsentrierter Natron- 
lauge, fallt mit 400 ecm Alkohol, 1&3t den weichen Nieders 
gieBt ab, léet in 50 com n-NaOH, fallt mit 200 eem Alko 
Um das entstanden 
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desgleichen die Ub shru Dia die hela Bae Nigeawr ing tocar 
Thymoaneaadeen’ ‘am besten analysiert wird. Ausbente etwa 8 g 
100 g Kernfraktion entsprechend 1,5 kg Roggenkeimen. 

Enthielt die Kernfraktion wegen Vorhandenseins von protoplasma- 
tischen Anteilen noch Reste von Hefenucleinsiiure, so werden diese beim 
Kochen mit der Sodaléeung in ihre Nucleotide gespalten (nach Steudel 
zerfallt die Hefenucleinsiure im Gegensats sur 
alkalischer Reaktion leicht in ihre Nucleotide). |] Das neutrale (sekundire) 
guanylsaure Natrium aber ist in Gegenwart von Natri tat sehr echwer 
léslich, macht sich so bemerkbar, bzw. kann entfernt werden (Feulg en} 

Im fbrigen sind die Nucleotide in Mincraleturen leicht lelich, - 
also bei der Darstellung der unldslichen Thymonucleinséure durch Falla 
mit MineraleSuren in Loeung. 


ThymonneleinsSure aus Roggenkeimen. ‘Prparat L 


0,1182, 0,1024 g Subst. neutral. 18,2, 11,9 com n/10H,8O, (Kjeldahl. 
— 0,0982, 0,0798g Subst. entspr. 16 2, ‘18,7 com n/10-NaOH (Neumann). 


Let silent Nett eetcte einen ep Fi, at Pag a AN ES ET ae path: x es 
orig aigoeet> ceenape pa ae pe age Mapa Tek ean ee Marta ae <3 SE ee ee fee 
ESS SEN ope SAE Ee I el SORE ER SECS RT TERR RE a 2 


pee: 











Cop Hs:0.5NisPs Ber. N 16,78 P 9,89 
Gef. ,, 16,84, 1644 —_ ,, 9,68, 9,57. 
N:P Ber. 1,70 Gef. 1,70. 





*) R. Feulgen, Diese Z. 125, 284 (1928). 
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wee mee ee 
Digestion filtriert 
und wischt man in der vorstehend beschriebenen Weise mit Waseer au, 


- bye com n-NaOH und ries vm te com Ale 
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_ CBs: OwNsP, 


Quaninsulfat. 0,1822 g Subst. verloren bei 140° 0,0110¢ Krystall- 


wasser. 


Adeninpikrat. 2,712 mg Subst.: 0,725 cem N (21°, 749 mm). 
Ber. N 80,78 


ee 8,201 mg Subst.: 0,685 ecm N (22°, 749 mm). 
Ber. N 24,72 


Donia. sete 2,601 mg Subst.: 0,500 (19°, 754 mm), 0,500 (20°, 


154 mm) ecm N 


Die Versuche sind mit Mitteln der ehem. Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefihrt worden. 


“Ber. N 92,20 


N:P Ber. 1,70 


der Basen wurde die Thymonucleinsdure mit 
schwefslosure total gespalten und die Basen nach bekannten Methoden 


Ber. 8,26 


Gef. 1,71. 


Gef. 8,32. 
Gef. N 80,60. 


Gef. N 24,40. 


Gef. N 22,80, 22,20. 








Ih pflanslichen Zellkernen vorkommende Nucleinsiure. 


Priéparat II. 
9188, 92,08 mg Subst. neutr. 11,28, 10,68 cem n/10-H,8O, (Kjeldahl). 

a 16,87, 14,67 mg Subst.: 0,1870, 0,1250 g Niederschlag (Embden). 

Ber. N 16,78 P 9,89 


 Gef. ,, 16,14, 16,26 ,, 9,48, 9,55. 
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Konstitution des asparaginsauren und glutaminsauren Kupfers, 


Von 


P. Pfeiffer und H. Werner. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Januar 1937.) 


Dem blaugefarbten Kupfersalz der natiirlichen 1-Asparagin- 
siure kommt die empirische Formel: 


C,H,0,NCu, n H,0 


zu; der Wassergehalt ist wechselnd. Wir benutzten zu unseren 
Versuchen ein nach Ritthausen') dargestelltes Salz, welches 
einen Gehalt von 4'/, Mol. H,O besitzt. 

Da das asparaginsaure Kupfer, wie alle Kupfersalze von 
«-Aminosauren, ganz den Charakter eines Komplexsalzes hat, so 
wird man fiir dieses Salz zunichst die Konstitutionsformel 


CH 
oc— | ~cu, 
I | NH, Co 
ee 
Cu 


in Erwigung ziehen, indem man die Aminogruppe nebenvalenz- 
artig an das Kupferatom bindet. Diese Formel ist aber koordi- 
nationstheoretisch ganz unbefriedigend, da in ihr das Kupfer- 
atom koordinativ 3 wertig auftritt; auch entspricht sie nicht der 
Formel der Kupfersalze einfacher a-Aminosauren, also des Glyko- 
kolls, Alanins und verwandter Verbindungen. 

Die nihere Untersuchung hat nun gezeigt, daB dem asparagin- 
sauren Kupfer die verdoppelte Formel 


C,H,,0,N,Cu,, n H,O 
zukommt und daB in ihm das Kupfersalz einer Kupferasparagin- 


siure von der Formel [Cu(C,H,O,N),|Cu, nH,O oder ausfthrlicher 
geschrieben: 





1) J. prakt. Chem. {1} 107, 229 (1869). 
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Se aaa og 


I |—90c—H,C—HC—N” \x—dn—cH,—coo- 
H, H, 


orliegt. Die Verbindung enthalt also zwei verschiedenartig ge- 
hundene Kupferatome, ein 4 zihliges, komplexgebundenes und ein 
jonoides, welch letzteres zum mindesten einen Teil der Wasser- 
molekiile bindet. 

Der experimentelle Beweis fiir diese Auffassung lieB sich 
leicht folgendermaBen erbringen: 


Wird das asparaginsaure Kupfer, welches in Wasser sehr 
schwer léslich ist, mit verdiinnter wiBriger Natronlauge geschiittelt, 
so erhalt man unter Abscheidung von Kupferhydroxyd eine tief 
lauviolette Lésung. Nimmt man nun, um die Verhiltnisse quanti- 
ativ zu erfassen, auf 1 Mol C,H,,O,N,Cu, genau 2 Mole NaOH, 
so setzt sich das ganze Kupfersalz um. Verringert man jetzt 
die Menge NaOH, so bleibt ein Teil des Kupfersalzes unverindert; 
das tief blauviolette Filtrat hinterlaBt dann einén tief biauen, 
sirupdsen Riickstand, der beim Verreiben mit Alkohol ein schén 
blau gefarbtes Pulver gibt, das sich durch Auflésen in Wasser, 
Kindampfen der Lésung und erneutes Behandeln des Riickstandes 
mit Alkohol weitgehend reinigen 14Bt. Das so gewonnene blaue 
Salz lést sich spielend leicht mit tief blauvioletter Farbe' in 


Cutt, nH,O 


Wasser, ist stabil gegen verdiinnte Natronlauge’) und enthilt 
nach der Analyse auf 1 Atom Kupfer 2 Atome Natrium und 


} 


2 Atome Stickstoff; es kommt ihm also die Formel: 
aa a “Sond e __|Nat, nH,O zu. 
OOC—H,C—HC—_N “N——-CH—CH,—COO 
H, H, 

Gibt man zur waBrigen Lésung des Natriumsalzes der Kupfer- 
asparaginsdure Kupferacetat, so fallt das Kupfersalz der Reihe 
aus, welches identisch mit dem angewandten_,,asparaginsauren 
Kupfer“ ist. Damit ist also der Beweis erbracht, daB das asparagin- 
saure Kupfer als Kupfersalz der Kupferasparaginsiure aufzufassen 
ist und die Konstitutionsformel II besitzt. 

Kine zweite Darstellungsweise fiir das Natriumsalz der Kupfer- 
asparaginsiure besteht darin, da8 man das asparaginsaure Kupfer 
mit einer wiBrigen Lésung von asparaginsaurem Natrium schiittelt. 


1) Erst nach vielen Stunden tritt langsam Zersetzung ein. 


| 
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1 Mol [Cu(C,H,O,N),]Cu gebraucht entsprechend der Theorie zy 


Auflésung genau 2 Mole [C,H,O,N)Na,: 


[Cu(C,H,O,N),JCu + 2(C,H,O,NINa, ——> 2[Cu(C,H,0,N),]Na, 


eine Abscheidung von Kupferhydroxyd findet hierbei natiirlich 


nicht statt. 
Nach dem letzteren Verfahren lieB sich auch leicht das 
Bariumsalz der Reihe von der Formel: 


[Cu(C,H,0,N),]Ba 


darstellen. Es ist tief blau gefarbt, leicht wasserfrei zu erhalten 
und lést sich wie das Natriumsalz spielend leicht mit tief blav. 
violetter Farbe in Wasser. 

Es war zu erwarten, daB sich das glutaminsaure Kupfer von 


der empirischen Formel: 
C,H,O,NCu 


ebenfalls als das Kupfersalz einer kupferhaltigen Komplexsiur 
erweisen wiirde. Es kommt ihm in der Tat die verdoppelte 
Formel C,,H,,0,N,Cu, und die Konstitution 


OC—-O /O—CO 
. SouZ | Cutt, nH,0 
OOC-H,C-H,C-HC—N~* “N—CH-CH,-CH,-COO > 
t H, H, 


zu, indem auch hier ein Kupferatom komplex, das zweite aber 

ionoid gebunden ist. Entsprechend dieser Formel lieBen sich aus 

dem glutaminsauren Kupfer leicht die tief blau gefirbten Salze 
[Cu(C,H,O,N), |Na, (Cu(C,;H,0,N),|Ba 


erhalten, die so stabil gebaut sind, daB sie von verdiinnten Laugen 
erst nach vielen Stunden angegrifien werden. 


und 


Versuchsteil. 


a) Verbindungen der Asparaginsaurereihe. Die angewandte kiut 
liche Asparaginsiure zeigte folgende Drehwerte, nach denen die 1-Siur 
voriag. 


¢=0,877. d=10cm. ¢ = etwa 20°. 
mu. ot 689 627 589 558 583 512 493 477 
[a]... .. $280 8,99 5,18 689 7,64 810 8,78 9,58 


Das Kupfersalz dieser Asparaginsiiure wurde nach dem Verfahren 
von Ritthausen') dargestellt; es hatte die angegebene Zusammensetzung 


(C,H,O,N),Cu,, 9H,O 


1) a 


| 4 
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0,1894 g lufttr. Salz verloren bei 150° 0,0556 g H,O. — 0,0595 g lufttr. 
Salz gaben 0,0173 g CuO. 


Ber. Cu 23,07 H,O 29,38 Gef. Cu 23,22 H,O 29,85. 


Zu 


Aus verdiinnter Essigsiure umkrystallisiert bildet das Salz hellblaue, 
‘lich eidenartig feine Nadeln, die in Wasser auBerordentlich schwer ldslich 

sind. Schiittelt man aber das Salz mit einer verdiinnten wiBrigen Liésung 
dase’? Alkali- oder Erdalkalihydroxyd, so geht es schnell mit tief blauvioletter 
Farbe in Lésung, wobei sich blaugriines Kupferhydroxyd abscheidet. Erwirmt 
man mit konzentriertem, wiBrigem Alkali, so zersetzt sich das asparagin- 
saure Kupfer schon nach kurzer Zeit vollstindig; es bildet sich quantitativ 
Kupferhydroxyd, so daB die iiberstehende Filiissigkeit farblos wird. Wird 
jas Salz bei Zimmertemperatur mit einer wiBrigen Lésung der Alkali- bzw. 
Erdalkalisalze der Asparaginsiure geschiittelt, so list es sich mit tief blau- 
yioletter Farbe auf, ohne da8 es zur Bildung von Kupferhydroxyd kommt. 
Jn der Wirme lost sich das asparaginsaure Kupfer auch in einer wiBrigen 
Lisung von freier Asparaginsiiure; beim Erkalten krystallisiert aber wieder 
mnveriindertes Kupfersalz aus. 










Iten 
lau- 


Vou 


ure 1. Verhalten des asparaginsauren Kupfers gegen Natron- 
elteMMauge. Gibt man zu einer Aufschliimmung von fein pulverisiertem, asparagin- 

aurem Kupfer C,H,,O,N.Cu,, 9H,O im molekularen Verhiiltnis 1:2 ver- 

liinnte wiBrige Natronlauge, so tritt unter Abscheidung von Cu(OH), 

juantitativer Umsatz zum Natriumsalz [Cu(C,H,O,N),|Na, ein. Wird aber 
1,0 Bidas asparaginsaure Kupfer im molekularen Verhiiltnis 1:1 mit verdiinnter 
‘atronlauge geschiittelt, so bilden sich zwar wiederum Kupferhydroxyd 
ind eine tief blauviolette Lésung, es bleibt aber nunmehr ein Teil des 
upfersalzes ungelést zuriick. — 2,318 g asparaginsaures Kupfer werden 
nit 42,06 cem n/10-NaQH einige Stunden bei gewéhnlicher Temperatur 
reschiittelt. Aus der vom unverinderten Salz und vom Kupferhydroxyd 
bfiltrierten, blauvioletten Lésung hinterbleibt beim Eindampfen auf dem 
Vasserbad das Natriumsalz der Kupferasparaginsiure als dunkelblaue zihe 
Masse. Zur Reinigung wird das rohe Salz mit Alkohol verrieben; es entsteht 
tin blaues Pulver, welches in wenig heiBem Wasser gelist wird; die Lésung 
yird filtriert, eingedampft und der Riickstand wieder mit Alkohol verrieben. 



















_ Das reine Natriumsalz bildet ein dunkelblaues, hygroskopisches Pulver, 
elches spielend im Wasser léslich ist, sich aber in allen gebriiuchlichen 
rganischen Loésungsmitteln nicht lést. Es ist nicht ganz wasserfrei zu 
thalten. Beim Trocknen im Vakuum iiber konzentrierter Schwefelsiure 
erliert es langsam Wasser, aber selbst nach tagelangem Trocknen ist keine 
illige Gewichtskonstanz zu erzielen. Erhitzt man auf héhere Temperatur, 
#0 tritt teilweise Zersetzung unter Abscheidung von metallischem Kupfer ein. 


Sut: 
sure 


_ Analysiert wurde eine Substanzprobe, die iiber konzentrierter Schwefel- 
ure im Vakuum einen Tag lang bei gewéhnlicher Temperatur getrocknet 
orden war. Die Substanz wurde mit konzentrierter Schwefelsiure unter 
usatz von etwas Salpetersiiure im Platintiegel abgeraucht. Der Riickstand 
uSO, + Na,SO,) wurde in Wasser gelést und in der Lisung das Kupfer 
ektrolytisch bestimmt. Die vom Kupfer befreite Lésung wurde zur Trockne 
Ferdampft und das Natrium als Na,SO, gewogen. 


hren 
ung 
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0,5618 g Subst.: 0,0942 g Cu, 0,2027 g Na,SQ,. 
0,565 ccm N (23°, 753 mm). 
Gef. Cu 16,78 Na 11,70 N 7,38 
Cu: Na: N = 1: 1,98: 2,00. 
Wird die heiBe, wiBrige Lisuug des Natriumsalzes mit einer wiBrigey 
Lésung von Kupferacetat versetzt und dann kurz aufgekocht, so scheidet 
sich beim Erkalten das Kupfersalz der Kupferasparaginsiure in Form der 
charakteristischen, hellblauen, verfilzten Nadeln aus. Die Analyse des 
lufttrocknen Salzes stimmt auf die Formel 


(Cu(C,H,0,N), |Cu, 9 H,O 
0,1144 g Subst.: 0,0329 g CuO. 
Ber. Cu 23,07 Gef. Cu 22,98. 


2. Verhalten des asparaginsauren Kupfers gegen asparagin. 
saures Natrium. Asparaginsaures Kupfer lést sich in einer wibrigen 
Lésung von asparaginsaurem Natrium mit tief blauvioletter Farbe klar 
auf. Es bildet sich das Natriumsalz der Kupferasparaginsiure. Der folgend 
Versuch, bei dem ein Uberschu8 an asparaginsaurem Kupfer vorhanden 
war, wurde quantitativ durchgefiihrt. Molekulares Verhiiltnis der Komyp. 
nenten 1'/,:2 statt 1:2. 

1,677 g des Salzes C,H,,O,N,Cu,, 9H,O wurden mit einer wiibrigen 
Lésung von 0,647 g Asparaginsiiure in 97,4 cem n/10-NaOH (entsprecheni 
0,862 g wasserfreies [C,H,O,N]Na,) einige Stunden lang bei Zimmertemperatur 
geschiittelt. Die tief blauviolette Lésung wurde vom ungeldésten asparagin- 
sauren Kupfer abfiltriert und wie unter 1. auf das Natriumsalz der Kupfer 
asparaginsiure aufgearbeitet. Zuriickgewonnen wurden 0,3356 g ungeliste 
asparaginsaures Kupfer, wihrend sich 0,3417 g berechnen. Das Natriumsial 
ergab folgende Analysenwerte: 

0,4521 g Subst.: 0,0731 g Cu, 0,1664 g Na,SQ,. 
0,461 cem N (21°, 762 mm). 

Gef. Cu 16,17 Na 11,92 
Cu:Na:N = 1 


— 8,714 mg Subst. 


— 17,378 mg Subst. 


N 7,27 
: 2,04 : 2,04. 


8. Léslichkeit von asparaginsaurem Kupfer in wibrige 
Asparaginsiure. Die Léslichkeit von asparaginsaurem Kupfer in Wasse 
wird durch Zusatz von freier Asparaginsiure stark erhéht. Nimmt ma 
auf 1 Mol Kupfersalz C,H,,O,N,Cu,, 9H,O 2 Mole Asparaginsiiure, so erfolgt 


glatte Auflésung zu einer tief blauvioletten Flissigkeit. Die beim Erkaltai 


auskrystallisierte Verbindung ist aber nicht die gesuchte Kupferasparagit- 

siiure [Cu(C,H,0,N),]H,, sondern das Ausgangsmaterial. Die Kupferasparagit: 

siure ist also nur in wa&Briger Lésung bestindig, wohl als Oxoniumsal 
Ber. Cu 23,07 Gef. Cu 23,16. 


4. Verhalten des asparaginsauren Kupfers gegen asparagil’ 
saures Barium. Asparaginsaures Kupfer lést sich in einer wiBrige 


Lésung von asparaginsaurem Barium glatt mit tief blauvioletter Farbe au 
Um die quantitativen Verhiiltnisse festzulegen, wurden auf 1 Mol C,H,,0,N,Cy 
9H,O weniger als 2 Mole C,H,O0,NBa genommen; es muBte dann nach unsert 
Theorie ein Teil des Kupfersalzes ungelést bleiben, was in der Tat dey 
Fall war. 
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2,914 g asparaginsaures Kupfer wurden mit einer Lésung von 1,125 g 
Asparaginsdure in 169,1 ccm n/10-Barytlésung (entsprechend 2,270 g aspara- 
ginsaurem Barium) einige Stunden lang bei gewéhnlicher Temperatur ge- 
schiittelt. Dann wurde vom ungelést gebliebenen asparaginsauren Kupfer 
_ fBabfiltriert und das tieffarbige Filtrat auf dem Wasserbad zur Trockne ein- 
gu oedampft. Es hinterblieb eine tief blauviolett gefiirbte zihe Masse, die sich 
eidet mit Wasser zu einem blauen Pulver verreiben lieB und durch mehrfaches 
der Umlésen mit wenig Wasser und Verreiben des Eindampfriickstandes mit 
desi Alkohol gereinigt wurde. 

: Das Bariumsalz der Kupferasparaginsiiure ist ein tief blau gefirbtes 
Pulver, das in Wasser spielend leicht léslich ist, sich aber in den gebriiuch- 
lichen organischen Lésungsmitteln nicht lést. Mit verdiinnter Natronlauge 
tritt zundichst keine Abscheidung von Kupferhydroxyd ein; erst nach vielen 
vin. Stunden setzt sich solches ab. Natriumsulfat fallt aus der wiBrigen Lésung 
rigen des Salzes quantitativ Bariumsulfat aus. Das Bariumsalz ist viel weniger 
klar hygroskopisch als das Natriumsalz der Reihe und la8t sich durch Trocknen 
ende bei 100° im Vakuum ohne Zersetzung wasserfrei erhalten. 


ndes 1,7617 g wasserfreies Salz gaben mit Na,SO, 0,8910 g BaSO,, 
mp0 0,8736 g wasserfreies Salz lieferten bei vorsichtigem Eindampfen mit 
konzentrierter Salpetersiure einen Riickstand, dessen wibrige Lésung bei 
rigenf/™ der Elektrolyse 0,1212 g Cu gaben; die vom Kupfer befreite Lésung gab 
hendimmit Schwefelsiiure 0,4368 ¢ BaSQ,. 
ratir 11,107 mg wasserfreies Salz: 0,598 cem N (22°, 759 mm). 
“8 (Cu(C,H,0,N,),;Ba Ber. Cu 13,73 - Ba 29,61 N 6,04 
ie Gef. ,, 13,87 ,, 29,76, 29,43 ,, 6,20. 
aa Cu: Ba: N = 1:0,99: 2,03. 
Nach der Theorie sollten bei unserem Ansatz 0,583 g asparaginsaures 
Kupfer ungelést bleiben; zuriickerhalten wurden in der Tat 0,583 g. 
b) Verbindungen der Glutaminsaurereihe. Die angewandte Glut- 
aminsiiure war die l-Siure; sie zeigte folgende Drehwerte: 
e=0,877. d=10cm. ¢ = etwa 20°. 
Me... 689 627 589 558 933 912 493 477 


bst.: 













ibst. 


igel 











‘asset aj... . +74,39 8,95 11,68 13,89 16,91 20,84 22,52 24,81 

mal Die aus dem komplexen Natriumsalz isolierte Glutaminsiiure zeigte 
rfolgif/@unerhalb der Versuchsfehler die gleichen Drehungswerte. 

alten Das Kupfersalz dieser Siure wird nach der Vorschrift von Abder- 


agin feralden und Kautzsch') als griin-blaues, amorphes Pulver erhalten. Nach 
-agif™eem T'rocknen bei 100° enthilt das Salz noch 1 Mol. H,O (berechnet auf 
nsalgmcie Formel mit 2Cu), das sich bei 140° entfernen 1iBt. 


0.7863 g des bei 100° getr. Salzes verloren bei 140—150° 0,0316 g H,O. 
0,2563 g des bei 100° getr. Salzes gaben 0,0939 g CuO. 


| 1D" 

Sige (Cu(C,H,O,N),JCu, HO Ber. Cu 29,22 HO 4,14 

> alll Gef. ,, 29,27 «. 4B 

1, Cty Das glutaminsaure Kupfer ist selbst in der Siedehitze in Wasser geradezu 


sertealoslich, Dagegen list es sich in den waBrigen Lisungen der Alkali- und 
t de? 
') Diese Z. 64, 454 (1910). 
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Erdalkalisalze der Glutaminsiure mit tief blauvioletter Farbe. Auch mj 
den wiBrigen Lésungen der Alkali- und Erdalkalihydroxyde entstehen tief. 
farbige Komplexsalzlésungen, aber unter Ausscheidung von Kupferhydroxy4, 

1. Verhalten des glutaminsauren Kupfers gegen glutamin. 
saures Natrium. Schiittelt man glutaminsaures Kupfer ((C,H,O,N),Cu}Cu, 
H,O mit einer wa8rigen Lésung von Natrium-glutaminat im molekularen 
Verhiltnis 1:2, so geht das Kupfersalz glatt mit tief blauvioletter Farbe in 
Lésung. Miseant man einen Uberschu8 an glutaminsaurem Kupfer, so bleibt 
dieser ungelést zuriick. Ein quantitativ durchgefiihrter Versuch ergab 
folgendes: 

1,628 g glutaminsaures Kupfer (Monohydrat) wurden mit 119,7 cem 
n/10- NaOH, die 0,880 g Glutaminsiiure gelist enthielten (entsprechend 1,1432¢ 
Dinatriumglutaminat), einige Stunden lang bei Zimmertemperatur geschiittelt 
Dann wurde die tieffarbige Lésung vom ungelésten Kupfersalz abfiltriert 
und auf dem Wasserbad eingedampft. Der Riickstand wurde mit Alkohol 
verrieben und das entstandene dunkelblaue Pulver durch Lésen in Wasser, 
Filtrieren der Lésung, Eindampfen des Filtrats und Verreiben des Riick- 
stands mit Alkohol gereinigt. Zur Analyse wurde das Salz bei 100° im 
Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,5868 g getr. Salz gaben 0,0948 g Cu, 0,2017 g Na,SO,. — 12,147 mg 
getrocknetes Salz gaben 0,734 ccm N (20°, 751 mm). 

[Cu(C,H,O,N),|Na, Ber. Cu 15,93 Na 11,51 N 7,01 
Gef. ., 16,16 ,, 11,43 ,, 6,95. 

Beim Schiitteln des glutaminsauren Kupfers mit der Natriumglutaminat- 
lésung sollten 0,326 g Salz ungeldst bleiben. Der ungeléste Riickstand hatte 
in der Tat dieses Gewicht. 

2. Verhalten des glutaminsauren Kupfers gegen glutamin- 
saures Barium. Die Darstellung des Bariumsalzes der Kupferglutamin- 
siure entspricht ganz der des Bariumsalzes der Kupferasparaginsiure. Es 
wurde wiederum mit einem Uberschu8 an Kupfersalz gearbeitet, um so die 
Zusammensetzung des Bariumsalzes der Komplexsiure eindeutig festlegen 
zu kénnen. Das Komplexsalz bildet ein ultramarinblaues Pulver, das sich 
spielend, mit tief blauvioletter Farbe in Wasser lést. Mit Natriumsulfat 
wird quantitativ Bariumsulfat gefillt: verdiinnte Lauge gibt erst nach vielen 
Stunden einen Niederschlag von Kupferhydroxyd. 

Angewandt wurden 2,827 g [Cu(C;H,O,N),]Cu, H,O und 207,8 cem 
n/10-Ba(OH),-Lésung, die 1,527 g Giutaminsiure gelést enthielten (entsprechent 
2,935 ¢ Bariumglutaminat). Zur Analyse wurde das Komplexsalz bei 100' 
und 12 mm Druck getrocknet. 

0,9910 g Subst.: 0,4771 g BaSO, (direkt gefallt mit Na,SO,). — 0,4348% 


Subst.: 0,0565 g Cu, 0,2061 g BaSQ,. 10,260 mg Subst.: 0,508 cem N (22° 


759 mm). 
(Cu(C,H,0,N),|Ba Ber. Cu 12,95 Ba 28,04 N 5, 
Gef. ,, 18,01 ,, 27,87; 28,33 ,, 5,7 
Cu: Ba: N = 1:1,0:1,0. 
Vom angewandten glutaminsauren Kupfer waren, wie theoretisch 7 
erwarten war, 0,566 g ungelést geblieben. 
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Uber den Lipoidgehalt jugendlicher Rattenorgane. 


Cu, Von 
aren 
; A. Lang. 
€ 1n 
leibt Mit 2 Figuren im Text. 
rgab 


(Aus dem Krebsinstitut Hamburg-Eppendorf.) 


ad (Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1937.) 

veg 

ttelt. 

ae In einer friiheren Arbeit!) konnten wir zeigen, daB der 
00 . 


Cholesteringehalt des Jensensarkoms der Ratte zur Wachstums- 
iick- Me geschwindigkeit des Tumors in Beziehung steht. Bei unverindertem 
° inf Phosphorlipoidgehalt ist die Menge des veresterten Cholesterins um 
so héher, je langsamer die Tumoren wachsen. Wir haben daher 
jugendliche Gewebe, die noch rasch wachsen, auf ihren Lipoid- 
sehalt untersucht, in der Annahme, dafiir charakteristische Zahlen 
zu finden. Die Untersuchung wurde an Ratten in verschiedenen 
inate Lebensaltern gemacht. Es wurden Gesamtcholesterin, verestertes 
hatte Cholesterin, Phosphorlipoid und Gesamtfettsiuren bestimmt. Fiir 
die Untersuchung der sehr jugendlichen Organe war es notwendig, 








wir jeweils mehrere Tiere zu verwenden, da die Organgewichte, speziell 
a der Leber, sehr gering sind. 

0 die In den folgenden Figuren 1 fiir Hirn und 2 fiir Leber sind 
legai™ die Werte fir die Gesamtfettsiuren nicht mit aufgenommen, da 
be: diese, besonders bei der Leber, ganz unregelmiBig schwanken. 


Das jugendliche Rattenhirn zeigt bis etwa zum 40. Tage 
nach der Geburt der Tiere ein starkes Wachstum, wobei das 
| Endgewicht des ausgewachsenen Organs fast erreicht wird. Vdllig 
parallel mit dem Anstieg des Hirngewichts steigt der Gesamt- 
cholesterin-gehalt von etwa 300 mg-°/, auf 1700 mg-°/, und der 
Gehalt an Phosphorlipoid von 1430 mg-°/, auf 5600 mg-°/,. Der 
oof Gehalt an verestertem Cholesterin iindert sich wihrend der ge- 

}samten Lebensdauer der Tiere iiberhaupt nicht und betrigt im 

1@ Mittel 10 mg-°/,. Es ist somit fiir das wachsende Rattenhirn 

“@ kein bestimmter Lipoidgehalt charakteristisch. Da die Figur 

zeigt, daB der Trockengewichtsgehalt ganz jugendlicher Hirne 

h “4 wesentlich niedriger ist als der von ausgewachsenen Organen, 

haben wir die Lipoidwerte auch auf die Trockengewichte um- 

gerechnet. Der Cholesteringehalt betrigt dann fiir 1 Tag alte 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 16 
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Tiere 3,27°/, und fiir ausgewachsene Tiere 7,62°/,. Die ent. 
sprechenden Werte fiir Phosphorlipoid sind 17,3°/, und 25,1°). 
Ks ergeben sich also auch nach dieser Betrachtungsweise keine 
konstanten Lipoidwerte fiir das wachsende Rattenhirn. 

Fiir Leber sind die Befunde wesentlich anders, wie die Fig, 2 
zeigt. Das Gewicht der Leber nimmt in den ersten 15 Tagey 
nur wenig zu; der Cholesterinestergehalt steigt dagegen in dieser 
Zeit von etwa 20mg-°/, auf etwa 280 mg-°/, an, um dann in dep 
nachsten 15 Tagen wieder auf den Normalwert von etwa 20 mg.) 
zu sinken. Parallel mit diesem Abfall steigt das Gewicht der 
Leber rasch an. Wir haben zunichst daran gedacht, ob eine 
Parallele zu den hohen Esterwerten im langsam wachsenden 
Jensensarkom vorliegt. Doch konnte gezeigt werden, daB dieser 
Ksteranstieg durch Speicherung des mit der Nahrung iiberschiissig 
zugefiihrten Cholesterins bedingt ist. Es ist bekannt, daB ver. 
fiittertes Cholesterin als Ester in der Leber gespeichert wird’, 
Auch unsere eigenen Versuche haben dieses Ergebnis bestiitigt’, 
Der Nachweis, daB in der Leber jugendlicher Ratten das Chole. 
sterin infolge Uberangebots mit der Nahrung gespeichert wird 
wurde folgendermaBen gefiihrt. 2 Serien neugeborener Ratter 
wurden durch getrennte Fiitterung der alten Tiere bis zum 
20. Tage ausschlieBlich durch die Milch der Muttertiere ernihri. 
Der Estergehalt in der Leber betrug dann 743 bzw. 341 mg-°).. 
Die eine Serie (84) wurde dann weiter ausschlieBlich mit Muilch 
ernihrt, wahrend die andere Serie (35) Mischkost erhielt; dic 
jungen Tiere fangen etwa mit 15 Tagen an, feste Kost zu fressen*, 
Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Tab. 1 mitgeteilt. 

Man ersieht hieraus, da’ der Estergehalt der Leber der 
Mischkosttiere sehr viel rascher als der der Milchkosttiere abfiallt. 
DaB der Estergehalt in der Leber der Milchkosttiere tiberhaupt 
abnimmt, hat seine Griinde im folgenden: Das Lebergewicht steigt 
wahrend der Versuchsdauer sehr rasch. Am 20. Tage betrigt z. B. 
das Lebergewicht 0,555 g und der Cholesteringehalt 1097 mg-’, 
= 6,09 mg, am 23. Tage ist das Gewicht 1,025 g und ‘der Chole- 





steringehalt 588 mg-°/, = 6,03 mg. Bei diesem starken Wachs- 


tum der Leber sowie aller iibrigen Organe und dem dadurch ge- 
steigerten Bedarf an Cholesterin reicht der Cholesteringehalt de 
Milch nicht aus, so daB eine Speicherung nicht mehr méglich ist. 


*) Milch ist, bezogen auf den Trockengewichtsgehalt, eine relati’ 
cholesterinreichere Nahrung als die iibliche Mischkost aus Brot, Hafer unt 
Griinzeugabf fallen. 
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: Kine 2. Versuchsserie (Tab. 2), bei der die Mischkosttiere 
| standig unter den iiblichen Bedingungen aufwuchsen, zeigte das 
' gleiche Ergebnis. 
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Das freie Cholesterin ist in allen diesen Versuchen konstant. 
Im Gegensatz zum Hirn zeigt das Phosphorlipoid nur einen ge- 
ringen Anstieg. Der Trockengewichtsgehalt der Leber Andert 
sich mit dem Alter kaum und betrug bei 1 Tag alten Tieren 
25,4°/,, bei ausgewachsenen Tieren 28,6 °/,. 

Bei einem Rattenembryo von 0,5 g Gewicht haben wir folgende 
Lipoidwerte gefunden: die Leber enthielt 1430 mg-°/, Phosphor- 
lipoid und 33 mg-°/, Cholesterinester, das Hirn 1422 mg-°/, 
Phosphorlipoid und 302 mg-°/, Gesamtcholesterin. 

Man kann aus diesen Versuchen schlieBen, dab fiir wachsende 
Gewebe kein charakteristischer Lipoidgehalt zu finden ist, speziell 
kein hoher Cholesteringehalt, wie man das im Hinblick auf den 
yon uns und anderen Autoren gefundenen hohen Cholesterin- 
gehalt der Tumoren erwarten kénnte. Wir sind der Ansicht, dab 
der Cholesteringehalt eines Gewebes charakteristisch fiir seinen 
besonderen Zelltypus bzw. die Art seiner Arbeitsleistung ist. 
Andererseits hat Bloor zeigen kénnen, daB der Aktivititszustand 
eines Gewebes von seinem Phosphorlipoidgehalt angezeigt wird. 
Das Ansteigen des Phosphorlipoidgehalts im Rattenhirn wiirde 
somit bedeuten, daB das Hirn erst mit etwa 50—60 Tagen seine 
volle Aktivitaét erreicht. Es scheint uns von Bedeutung, da der 
Cholesteringehalt des Hirns sich ebenso verhilt und erst nach 
dieser Zeit seinen endgiiltigen Wert erreicht. In der Leber ist, 
von dem von uns als sekundir erwiesenen Anstieg und Abfall 
bis zum 30. Tage, der Cholesteringehalt von Anfang an konstant, 
was im Kinklang damit steht, daB auch der Phosphorlipoidgehalt 
bel Neugeborenen bereits sehr hoch ist. 

Die Untersuchungen von Bierich und Rosenbohm‘) iiber 
den Ascorbinsiure- und Glutathiongehalt jugendlicher Rattengewebe 


lassen sich in demselben Sinne deuten, wenn man die angegebenen 
| Werte auf Grund des Tiergewichts auf das Alter der Tiere um- 
rechnet. 


Schrifttum. 


l. Diese Z. 216, 217 (1938). 


2 KR. Schénheimer, Virchows Arch. 249, 1 (1924); A. Chanutin u. 
S. Ludewig, J. of Biol. Chem. 102, 57 (1933) u. a. 
3. Vortrag auf der Internationalen Krebskonferenz Amsterdam 6. VI. 1935. 


}4. Diese Z. 231, 47 (19385). 
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Uber das spektrographische Verhalten von Serumultrafiltraten, 
Von 


W. Klein. 
(Gemeinsam mit E. Gaber und M. Férster.) 


Mit 5 Figuren im Text. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1937.) 


Die Frage nach der Zusammensetzung des Serums hat im 
letzten Jahrzehnt durch die aufstrebende Vitamin- und Hormon- 
forschung neuen Inhalt bekommen. Stoffe dieser Art sind im Blut 
in kleinsten Konzentrationen vorhanden und kénnen bis jetzt fast 
nur auf Grund physiologischer Wirkungen erfabt werden. Chemische 
oder physikalische Bestimmungsmethoden, wie die Carr-Price- 
Reaktion, sind anzustreben, da sie mit der Kinfachheit und Schnellig- 
keit der Ausfiihrung gewohnlich auch eine gréBere Genauigkeit 
verbinden. Es besteht die Frage, ob im Blut noch weitere Stoffe, 
deren physiologische Wirksamkeit nicht so sinnfallig ist wie die 
der meisten Hormone, in so kleinen Mengen vorkommen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie weit man 
mit Hilfe der Lichtabsorption Folgerungen ziehen kann auf die 
feinere Zusammensetzung des Blutserums. Wir beschrinkten uns 
zunichst auf den besonders wichtigen Bereich zwischen 2300 bis 
3200 A. Die Versuche sind ausschlieBlich an Ultrafiltraten von 
menschlichem Blutserum durchgefiihrt. MaBgebend fiir die Ver- 
wendung von Ultrafiltrat waren mehrere Griinde: Die bekannten, 
im Ultraviolett absorbierenden und physiologisch wirksamen K6rper 
sind verhiltnismiBig niedermolekular und kénnen durch die Men- 
bran von dem ebenfalls stark absorbierenden Eiwei8 abgetrennt 
werden. Die Ultrafiltration ist eine besonders schonende Methode. 
Die erhaltenen Liésungen sind klar und farblos und durch keinerlei 
Zusiitze verdiinnt oder verindert. 

Die UV-Absorption von Serumultratiltraten ist zuerst vou 
F. C. Smith?) untersucht worden. Er fand eine charakteristische 
Kurve mit einem Maximum bei 2900 A. Smith konnte nachweisen. 
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siure gelang schlieBlich auf fermentativem Wege. 
der im Versuchsteil genauer beschriebenen Methode besteht darin, 
ein Urikasepriparat, das von ultrafiltrierbaren Bestandteilen frei 


Fallen? 


| kleinere Anzahl von Seren verarbeitet werden. 
Ergebnisse 
} Charakter. Die Zusammensetzung der Restabsorption wurde unter- 
| sucht durch Zerlegung des S.U.F. in mehrere Fraktionen. Die 


; Sammengesetzt ist aus unspezifischen Einzelabsorptionen. 
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Uber das spektrographische Verhalten von Serumultrafiltraten. 


daB die Kurve des normalen Serumultrafiltrats ziemlich genau 
dem Harnsiurespektrum entspricht. Dagegen war in einem Falle 
yon lLebercarcinose bei Tertiairsyphilis die Kurvenform stark 
yerandert. 

DaB die Gegenwart der Harnsiure den spektrographischen 
Nachweis anderer Serumbestandteile verhindert, wurde besonders 
yon Huwer?) betont. Wir versuchten auf verschiedene Weise diese 
Schwierigkeit auszuschalten. Eine selektive Entfernung der Harn- 
Das Prinzip 


ist, auf Serumultrafiltrat einwirken zu lassen. Ein solches Priparat 
wurde durch eine Modifikation der Urikasedarstellung nach Klein- 


' mann und Bork‘) gewonnen. Nach der Spaltung der Harnsiure 


wird das Ferment durch Ultrafiltration wieder abgetrennt. Da aus 


| Kontrollversuchen hervorgeht, daB die zuriickbleibenden Spalt- 


produkte unter den gegebenen Bedingungen keine meBbare Ab- 
sorption zeigen, gewinnt man nach Verschwinden der Folin- 
Benediktschen Harnsiiureprobe die Absorptionskurve des harn- 
siurefreien, sonst unveranderten Serumultrafiltrats. Wie aus dem 
Vergleich der Kurven 2 und 1 in Fig.2 hervorgeht, hat die Kurve 


| nach der Harnsiiurespaltung ihren Charakter vollig geindert. Sie 


hat eine unspezifische Form und ist im Bereich des Harnsiure- 


| maximums auf einen sehr niederen Wert abgesunken. Damit ist 
} auch der direkte Beweis geliefert, daB der weitaus gréBte Teil 
| der Absorption von eiweibfreilem Serum durch die Anwesenheit 
' der Harnsiiure bedingt ist. 


Die im folgenden mit ,,Restabsorption* bezeichnete Kurve 


' des harnsiurefreien Serumultrafiltrats (S.U.F.) ist vornehmlich nach 


2 Richtungen von Interesse: 1. Durch welche stoffliche Zusammen- 


| setzung des normalen S8.U.F. ist die Form der Restabsorption 


2. Wie verhalt sich die Restabsorption in krankhaften 
Zur Klirung dieser Fragen ist eine Untersuchung an 
Bisher konnte erst eine 
Die mitgeteilten 
und orientierenden 


bedingt ? 
unfangreichem Material notwendig. 


haben 


also einen vorliufigen 


Ergebnisse fiihren zu dem SchluB, da& die Restabsorption zu- 
Bei 
Verwendung geringer Mengen S.U.F. (10 ccm) und unter den 
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angegebenen Bedingungen ist ein einfacher spektrographischey 
Nachweis irgendwelcher Bestandteile des normalen 8.U.F. also 
vorlaufig nicht méglich. 

Pathologische Veriinderungen des 8.U.F. sind, soweit sie die 
im UV absorbierenden Substanzen betrefien, infolge des niedrigey 
Wertes der normalen Restabsorption leicht zu erkennen. Folgende 
Falle sind gepriift: Hypertonien und Herzinsuffizienzen in gréBerer 
Anzahl, 1 schwerer Diabetes, 1 Pneumonie im Stadium der Re- 
sorption, 1 Nephrosklerose, 1 Quecksilbervergiftung und mehrere 
Urimien. Die ersten beiden Krankheitsformen zeigen bei normalem 
Blutbefund keine Verinderung der Kurve in Hohe und Forn. 
Die Kurven der iibrigen Fille sind in Fig. 5 zusammengestellt, 
Die Diabeteskurve bleibt innerhalb der Norm. Das widerspricht 
nicht der Erwartung, denn die Absorption der Kohlenhydrate und 
ihrer Spaltprodukte ist im untersuchten Gebiet sehr gering. Auch 
die Acetonkérper erreichen keine meBbaren Werte. Eine starke 
Erhéhung der Restabsorption tritt auf bei der Urimie. Sie beruht 
wabrscheinlich auf der Vermehrung stickstoffhaltiger Substanzen 
im Blut. Ziemlich iibereinstimmend wurde in mehreren Fillen 
ein steiler Anstieg der Kurve bei 2920 A beobachtet. Vielleicht 
ist dieser Anstieg vorwiegend auf die Anwesenheit von Tryptophan, 
dessen Maximum bei 2940 A liegt, oder anderer Indolderivate 
zuriickzuftihren. Sicher krankhaft erhéht ist die fast geradlinig 
ansteigende Kurve bei der Pneumonie. Da hier der Reststickstofi 
normal ist, fehlen vorliufig noch Anhaltspunkte fiir die Natur 
dieser Veriinderungen. Die Nephrosklerosekurve ist durch eine 
Stufe bei 3000 A gekennzeichnet. 

Die bisher untersuchten Beispiele sind ein Hinweis darauf, 
daf bestimmten Krankheiten bestimmte Kurventypen entsprechen. 
Welche Krankheiten durch die Spektralanalyse faBbar sind und 
durch welche Substanzen die Anderungen der Absorptionskurve 
bedingt sind, soll an Hand eines griSeren Materials gepriift werden. 


Versuchsteil. 
A. Die Entfernung der Harnsaure aus Serumultrafiltraten. 
(Mit E. Gaber.) 


1. Absorptionsmessungen. Der Apparat ist ein Quarzspektrograph’* 
mit Hiifnerschem Prisma und rotierendem Sektor. Die logarithmische Ab- 
stufung der Schichtdicken geschieht mit Hilfe eines Doppelbalyrohres nach 


*) Der Quarzspektrograph ist eine Leihgabe der Deutschen Forschung: 
gemeinschaft an Herrn Prof. Bohnenkamp. 
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F. Bandow’). Lichtquelle ist eine Funkenstrecke zwischen Wolframelek- 


troden. Der MeBbereich liegt zwischen 2300—3200 A*). 


2. Gewinnung der Ultrafiltrate. Als Filter dienen selbstbereitete 
Kollodiummembranen. Der Hochdruckultrafiltrierapparat (Membranfilter- 
vesellschaft in Gé6ttingen) wird an eine Stickstoffbombe angeschlossen, die 
einen Druck von 50—100 Atm. liefert. Auf diese Weise werden aus Serum 
in 1 Stunde etwa 10 ccm Ultrafiltrat gewonnen; es gibt keine Eiweib- 


reaktionen. 


Das Serum stammt von Kranken der Klinik mit normalem Blutbefund 
meist Hypertoniker). Zu einem Versuch sind etwa 60 ccm Blut erforderlich. 


3. Fermentgewinnung. Frische Schweineleber wird nach Will- 
stitter und Waldschmidt-Leitz®) mit Aceton und Ather getrocknet. 
2¢ des Trockenpulvers werden mit physiologischer Kochsalzlésung '/, Stunde 
bei 37° extrahiert. Die rohe Urikaselésung ist unbestiindig und wird daher 
anschlieBend in folgender Weise gereinigt: 15 ccm Rohextrakt werden mit 
10cem H,O und 5cem Kaolin, dargestellt nach Willstitter undSchneider’, 
versetzt und unter wiederholtem Umschiitteln 1 Stunde lang im Eisschrank 
stehen gelassen. Dann werden 0,9ccm normale Essigsiiure zugesetzt, 3 Minuten 
geschiittelt und zentrifugiert. Nach AbgieBen der braunen Restlésung wiischt 
man den Niederschlag mit 15 cem n/50-Essigsiure und eluiert dann 5 Minuten 
mit n/50-Ammoniak. Im Gegensatz zu den Rohextrakten behalten solche 
Eluate ihre Wirksamkeit mindestens 8 Tage unveriindert bei. 


4. Kontrollversuche. 4ccm 0,1°/,ige Harnsiure werden mit 2 ccm 
0,2 n-Borat-HCl- Puffer vom py, = 8,85 und 2 ccm Eluat vermischt. Die 
Lésung bleibt bei 37° stehen unter Durchleiten eines Jangsamen Sauerstoff- 
stromes. Die Dauer der Versuche ist in allen Fillen bestimmt durch die 
Zeit bis zur vollstiindigen Aufspaltung der Harnsiiure. Sie betrigt je nach 
der Wirksamkeit der verwendeten Urikaselésung unter den angegebenen 
Bedingungen 1—1'/, Stunden. EnteiweiBung und kolorimetrische Bestimmung 
der Harnsiiure nach Folin und Benedikt’). 

Vor Bestimmung der Lichtabsorption der Reaktionslésung wird das 
mit der Urikase zugesetzte Eiwei8 durch Ultrafiltration entfernt. Es ergibt 
sich eine geringe aber reproduzierbare Absorption. Man erhilt dieselbe 
Kurve, wenn der Versuch mit Fermentlésung allein ausgefiihrt wird. Die 
fermentativen Spaltprodukte der Harnsiiure verursachen demnach keine meb- 
bare Absorption. Ein Versuchsbeispiel veranschaulicht den Vorzug der be- 
schriebenen Urikase gegeniiber einem nach Kleinmann und Bork*) dar- 
gestellten Urikasepriiparat. 

Spaltversuch: 1. 2 ccm des Eluats brauchen zur Spaltung 
von 4mg Harnsdure im angegebenen Versuchsansatz 90 Minuten. 
2. 2cem Eluat nach Kleinmann und Bork brauchen zur Spaltung 
von 4mg Harnsiiure im angegebenen Versuchansatz 24 Stunden. 

Fig. 1 bringt die Absorption der verwendeten unverdinnten 


Kluate nach Ultrafiltration. Durch langeres Verweilen der Eluate 


*) Die Absorptionsmessungen wurden unter Mitwirkung von Herrn 
Dr. F. Bandow durchgefiihrt. 
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bei 37° steigt die Absorption betrichtlich an. Die Urikase nach 
Kleinmann und Bork ist nicht nur beziiglich ihrer Wirksamkeit, 
sondern auch nach ihrem optischen Verhalten viel weniger geeignet 
als das hier beschriebene Priparat. 














‘“f—o0 2400 2600 2800 3000 


Fig. 1. Absorption unverdiinnter Urikaselésungen. 


Kurve 1: Fermentultrafiltrat frisch. 
Kurve 2: Fermentultrafiltrat nach 2stiindigem Stehen bei 37°. 
Kurve 3: Fermentultrafiltrat nach Kleinmann und Bork nach 2stiindigem Stehen bei 37°, 


Versuche, eine wirksame Fermentlésung auch aus Ultrafiltrierriickstinden 
zu gewinnen, waren erfolgreich. Die Hoffnung auf noch weitergehende Ver. 
minderung der Absorption erfiillte sich jedoch nicht. Das gleiche gilt fiir 
dialysierte Fermentlésung. 


5. Spaltung der Harnsiure in Serumultrafiltraten. Die Brauch- 
barkeit der fermentativen Methode als Hilfsmittel zur optischen Analyse 
hingt davon ab, wie weit sich die durch das Ferment bedingte Absorption 
beseitigen liBt. Beim obigen Versuch ist die Harnsiurekonzentration 0,025 °,,, 


das Verhiltnis Fermentlésung zu Gesamtvolumen wie 1:4. Die Absorption & 


der Versuchslésung nach der Spaltung ist noch verhiltnismiBig stark. Die 
Harnsiiurekonzentration von normalen Serumultrafiltraten betrigt nur 0,002 
bis 0,003°/,. Dementsprechend ist es médglich, bei Erniedrigung des Ver- 
hiltnisses Fermentlésung zu Gesamtvolumen auf 1:50 und noch auf 1: 100 
volistindige Harnsiiurespaltung zu erreichen. 

Versuchsansatz: 8cem Serumultrafiltrat + 0,1 eem Eluat + 1,9 cem H,0. 
In der Mehrzahl der Versuche ist die Harnsiiurereaktion nach 12 Stunden 
verschwunden. Puffer ist bei diesen Versuchen nicht zugesetzt. Das spektro- 
graphische Ergebnis ist aus Fig. 2 ersichtlich. 


Die aus Kurve 3, Fig. 2 ersichtliche, durch das Ferment be- 
dingte Absorption darf im Rahmen der vorliegenden Arbeit ver- 
nachlassigt werden. Sie wird bei den Absorptionsmessungen durch 
Differenzverfahren ausgeschaltet, indem jeweils das zugehdrige 
Fermentultrafiltrat in das Vergleichsrohr eingefiihrt wird, Alle 
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4 folgenden Figuren geben daher ebenso wie Kurve 2 
‘direkt die Restabsorption des S.U.F. wieder. 
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Uber das spektrographische Verhalten yon Serumultrafiltraten. 
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Urikasewirkung bei normalen Serumultrafiltraten. 
Kurve 1: S.U.F. vor Einwirkung der Urikase. 
Kurve 2: S.U.F. nach Einwirkung der Urikase. 
Kurve 3: Urikaselésung allein, nach 12 Stunden bei 37°. 


rig: 3. 


B) Normale und krankhaft veranderte Restabsorption. 
(Mit M. Forster). 


1. Zusammensetzung normaler Serumultrafiltrate. 
Eine Absorption vom Typus der Kurve 2, Fig. 2 kann durch sehr 


_ yerschiedenartige Zusammensetzung bedingt sein. Am wenigsten 


wahrscheinlich ist, daB die Restabsorption vorwiegend durch eine 
einzelne Substanz verursacht ist. Weitere Méglichkeiten sind die 
Zusammensetzung aus einer gréBeren Zahl sehr niederer un- 
spezifischer Einzelabsorptionen, ferner die Zusammensetzung aus 
wenigen vielleicht charakteristisch absorbierenden Stoffen, die ihre 
Maxima bei verschiedenen Wellenlingen haben. Eine Entscheidung 
dariiber wird angestrebt durch Zerlegung des S.U.F. in mehrere 
Fraktionen. 

Von den beiden hier eingeschlagenen Wegen ist der erste 
die Stofftrennung mittels verschiedener Lisungsmittel. Die alkohol- 
léslichen Kérper werden isoliert durch Extraktion eines S.U.F.- 
Trockenriickstandes, die itherléslichen durch wiederhoites Aus- 
schiitteln von 50ccm S.U.F. mit Ather und Trocknung der Ather- 
lisung mit gegliihtem Natriumsulfat. 

Der andere Weg ist die Behandlung des $.U.F. mit Ad- 
sorptionsmitteln: 10 ccm 8.U.F. werden 5 Minuten mit 1 ccm 
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Tonerde C, bzw. mit 0,1 g Tierkohle geschiittelt und abzentrifugiert, 
Die Absorptionskurven der einzelnen Lésungen sind in Fig. 3 2». 
sammengestellt. 
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Fig. 3. Absorption einzelner Fraktionen aus dem 8.U.F. 


Kurve 3: Tonerderestlésung. 
Kurve 4: Tierkohlerestlésung. 


Kurve 1: Alkoholléslicher Teil. 

Kurve 2: Atherléslicher Teil. 

Die Absorption des Atherauszuges ist auf die entsprechend 
Konzentration des S.U.F. berechnet. Sie ist erwartungsgemiB sebr 
gering, da Fette und Lipoide zum gréften Teil mit dem Eiweil 
zusammen von der Membran zuriickgehalten werden. Die naci 
den verschiedenen Verfahren gewonnenen Teillisungen liefer: 
durchweg Kurvenformen, die der des urspriinglichen S.U.F. ent- 
sprechen. Demnach sind spezitisch absorbierende Substanzex 
nicht oder nur in sehr geringen Mengen vorhanden. 

Bei der Wahl der Ultrafiltration wurde die stillschweigend: 
Voraussetzung gemacht, daB das 8.U.F. ungefaihr die gleiche Z1- 
sammensetzung zeigt wie die mit Fillungsreagentien gewonnene: 
Eiweiffiltrate. Dies gilt nur mit einer gewissen HKinschrinkung 

Analytischer Vergleich von S.U.F. 
und Phosphorwolframsiurefiltraten. 











Substanz S.U.F P.W.-Filtrat 
Harnsiure i oi 3 mg-/, 4,5 mg-?/, 
Aminosiiuren ..... 2,8 4,7 
Reststickstoff ..... 22 26 
ee I 2 
eee a eS 60 100 
Milehsiiure ......, 16 18 
eee ee 530 532 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist die Konzentration der ver- 


schiedenen Serumbestandteile im 8.U.F. durchweg geringer als m 
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I ceht jedoch hervor, daB die analytischen Werte der S.U.F. be- 
| friedigend konstant sind, so daf Riickschliisse auf das urspriing- 
'liche Serum erlaubt sind. In Betracht kommen nur echt wasser- 
| lésliche Stoffe. Lipoide wie Cholesterin, Lezithin fehlen im 8.U.F., 
f ebenso Bilirubin. 
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F Filtrat von Phosphorwolframsiurefallungen. Die zum Teil sehr 
F hetrichtliche Reduktion ist durch Adsorption geléster Substanzen 


das native SerumeiweiB zu erkliren. Aus Kontrollversuchen 


2. Restabsorption pathologisch verinderter Serum- 


fultrafiltrate. Die sichere Beurteilung der Frage, ob die Ab- 
sorption eines 8.U.F. normal ist, hat zwei Voraussetzungen: 1. die 
| Kenntnis der Schwankungen in Héhe und Verlauf der Kurven von 
| S.U.F. gesunder Menschen, 2. die Kenntnis. wie weit Nahrung 
| oder Arzneimittel die Absorption beeinflussen. 


Ad 1. Eine gréBere Anzahl von 8.U.F.-Proben mit normalem 


' chemischen Analysenbefund wurde von Hypertonikern gewonnen. 
F Mehrere Versuche ergaben, da® die Hypertonikerkurven mit denen 
' bei gesunden Menschen in Héhe und Form iibereinstimmen. Die 
; Blutentnahme geschieht, wenn nichts Besonderes vermerkt ist, vom 
| niichternen Patienten. 
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Fig 4: Normalkurven von Serumultrafiltraten. 
Kurven 1 und 3 in Fig. 4 stellen die untere und obere Grenze der Absorption in den bis 
jetzt untersuchten Fallen dar. 
1d 2. Eine Blutentnahme 2 Stunden nach einer reichlichen Mahlzeit liefert Kurve 2. 


Von dem gleichen Patienten stammt die Niichternkurve 1. Es 
ist also eine geringe Erhéhung der Kurve durch Nahrungsaufnahme 
vorwiegend im Gebiet zwischen 2700—3000 A festzustellen. 

Stark lichtabsorbierende Medikamente sind Barbitursiure- 
derivate, Salicylsiurederivate und Purine. Unter den gewihlten 
Bedingungen (AderlaB etwa 12 Stunden nach Nahrungs- und Arznei- 
mittelaufnahme) liBt sich keine Verinderung der Kurve nachweisen. 






















932 Klein, Uber das spektrographische Verhalten von Serumultrafiltratep, 


Die chemischen Kontrollen der untersuchten Fille beziehen sich 
vorzugsweise auf diejenigen Bestandteile, von denen in erster Linie 
ein KinfluB auf die Absorption zu erwarten ist, nimlich die Produkte 
des EiweiBstoffwechsels (Reststickstoff). Bei sehr hohen Harnsiiure. 
werten muB die doppelte Fermentmenge gegeniiber sonst zugesetzt, 
bzw. die Spaltungszeit entsprechend verlangert werden. In Fig.5 sind 
die wichtigsten der untersuchten krankhaften Falle zusammengestellt 

Bei der Pneumonie geschah die Blutentnahme im Stadium 
der Lésung. Die Besprechung der aus Fig. 5 ersichtlichen Ergeb. 
nisse ist im allgemeinen Teil erfolgt. 








| 
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Fig 5. Durch Krankheit bedingte Verinderung der Restabsorption. 
Kurve 1: Diabetes. Blutzucker 251 mg-°/,, Rest-N 28 mg-°/,, Harnsiure 5 mg-°/,. 
Kurve 2: Nephrosklerose. Rest-N 45 mg-*/,, Harnséiure 7 mg-°/,. 

Kurve 3: Pneumonie. Rest-N 32 mg-°/,, Harnsdure 5 mg-°/,. 

Kurve 4: Uraimie. Rest-N 134 mg-°/,, Harnsfiure 19 mg-°/,. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird eine fermentative Methode beschrieben, die die selek- 
tive Entfernung der Harnsaiure aus Serumultrafiltraten erméglicht. 
2. Von den bis jetzt untersuchten Krankheitsfillen weist 
Pneumonie und besonders Urimie eine von der Norm abweichende 
Absorption des Serumultrafiltrats auf. 


Ich danke Herrn Professor Bohnenkamp fiir die Bereit 
stellung der Mittel und fiir mannigfache Anregungen. 
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Beitrage zur Biochemie des Fluors. 


II. Fluorbestimmungen an Blut und Wassern. 
Von 
Kurt Kraft und Richard May. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1937.) 


In der ersten Mitteilung iiber die Biochemie des Fluors’) 


| war auf Grund von Hemmungsversuchen mit dem Gudernatsch- 
s schen Kaulquappentest einAntagonismus zwischen Fluorverbindungen 
/und Thyroxin festgestellt worden. Es hatte sich gezeigt, daB dabei 
'Fluor in spezifischer organischer Bindung wesentlich stirker 
'wirkt als das Fluor-ion, was mit den stirker toxischen Eigen- 
| schaften organischer Fluorverbindungen?”) in bestem Einklang steht. 
' Diese Beobachtungen, die in der Hauptsache mit 3-Fluortyrosin 
'gemacht worden waren, und die Tatsache, daB diese Substanz, von 
|W. May in die Basedowtherapie eingefiihrt, dort ausgezeichnete 
| Erfolge erzielte’), lieBen eine genauere Erforschung des Fluor- 
_stoffwechsels und damit zusammenhingender Probleme wiinschens- 
'wert erscheinen. Zunichst erhob sich so als Wichtigstes die 
Frage nach dem Fluorgehalt des menschlichen Blutes. 


Es liegen hieriiber aus alterer und neuerer Zeit eine Reihe von Be- 


'funden vor. Die ilteste Angabe stammt von Gautier‘), der 460y-°/, fand, 
' ein Wert, der entschieden um ein Vielfaches zu hoch liegt. Auch die anderen 
4 Fluoranalysen von Gautier®) weisen meist wesentlich héhere Fluorwerte 
' auf als die aller anderen Bearbeiter, so daB hier ein grundsitzlicher Fehler 
-— in der Methodik vorliegen diirfte. Gorlitzer®) arbeitet nach Mayrhofer, 
| Schneider und Wasitzky’) mit colorimetrischer Bestimmung des in dqui- 


') Diese Z. 245, 57 (1936). 

*) G. Litzka, Arch. f. exper. Path. 183, 427 (1936). 

*) W. May, Klin. Wschr., im Druck. 

*) C. yr. Acad. Sei. 157, 94 (1913). 

’) Gautier u. Clausmann, C. r. Acad. Sci. 158, 1389 (1911); Bull. 


} Soe. chim. IV, 93, 707 (1914). 


®*) Wien. klin. Wschr., Nr. 48 (1933). 
‘) Biochem. Z. 204, 62 (1929); 251, 70 (1932). 
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valenter Menge als Sik, iiberdestillierten Siliciums, die Fehlergrenze ist abe, 
hier so hoch (zwischen je 207 kann nur geschiitzt werden), daB den dort 
angegebenen Blutfluorwerten (normal 70 7-°/), bei Thyreotoxikosen 40y7-°/)) keine 
entscheidende Bedeutung zugesprochen werden kann. Die von Steiger’) 
der das Fluor mit Titanlésung titriert, veréffentlichten Teste lassen bei ihrep 
groBen Schwankungen eine Mikrobestimmung der hier in Frage kommendey 
Gré8enordnung gar nicht zu. Infolgedessen sind auch die von Stuber 
und Lang?) mit der gleichen Methode erhaltenen Werte (0—940 y-°/,) ab. 
zulehnen. Ebenso ist die Fehlerbreite bei der von Feissly und Mitarbeitern‘ 
und der von Scott und Henne‘) angewandten Methodik zu groB, um be 
den im Blut vorliegenden Mengen brauchbare Werte zu erzielen. Besonders 
wenig halten die vielen von Goldemberg’) veréffentlichten Analysen einer 
kritischen Betrachtung stand. Er beniitzt zwar die :ausgezeichnete von 
Kolthoff und Stansby®) modifizierte Methode von de Boer und Basart}, 
auf die wir noch eingehend zu sprechen kommen, gebraucht sie aber derart 
primitiv unter alleiniger Verwendung einer von Kolthoff zur Orientierung 
iiber die notwendige Dauer der Destillation angegebenen Tabelle (Einzel. 
heiten vgl. im Orig.), daB seine Angaben und die daraus gezogenen Schlub. 
folgerungen jeder Grundlage entbehren. 


Wir haben uns deshalb bemiiht, eine Fluor-Mikroanalyse 
ausfindig zu machen, die bei den zu erwartenden Konzentrationen 
noch brauchbare Ergebnisse liefert. Am geeignetsten erwies sich 
dabei die Titration des Fluor-ions mit einer Lésung von Zirkon. 
Oxychlorid und Purpurin, wie sie von de Boer und Basart’) z- 
erst angegeben und von Kolthoff*) modifiziert wurde. Fiir die 
spezielien Verhiltnisse bei Mikroanalysen an biologischem Material 
haben wir einige Anderungen vorgenommen. So hat es sich ak 
zweckmaBig herausgestellt, die vorliegende Fluorid-Liésung voll. 
kommen zur Trockne zu verdampfen und auf den Riickstand w- 
mittelbar die Zirkon-Lésung einwirken zu lassen. Ferner hat sich 
eine genaue Titerbestimmung der Zirkon-Lésung und sorgfiiltige 
Analyse der verwendeten Reagentien auf Fluorgehalt und ent: 
sprechende Beriicksichtigung der gefundenen Werte als unbeding 
notwendig erwiesen. Genauere Einzelheiten dariiber finden sich 


im Versuchsteil. Die gréBten Schwierigkeiten bereitete die quai-— 
_ ergil 


titative Destillation kleinster Fluormengen§). So konnten wir trot 


1!) J. Amer. Chem. Soc. 30, 219 (1908). 

*) Z. f. Klin. Med. 185, Heft 4 (1928); Biochem. Z. 212, 96 (1929). 
3) Klin. Wschr. 10, 829 (1931). 

*) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 7, 287 (1935). 

5) Rev. Soc. argent. Biol. 11, Nr. 1, 2, 7 (1935). 

®) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 6, 118 (1934). 

’) Z. anorg. u. allg. Chem. 152, 213 (1926). 


8) An diesen Versuchen beteiligte sich Herr Dr. Biittner, dem wir dif 


fiir auch an dieser Stelle bestens danken. 
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‘verschiedenster Variationen mit den angegebenen Methoden zur 
‘Destillation als Sik’, keine einwandfreien Werte erzielen. 


Wir verwandten zunichst die von Kolthoff und Stansby') an- 


| gegebene Vorschrift der Destillation als SiF,, fanden aber bei einer Reihe 
'vyon Bestimmungen nur zwischen 40—70°/,, trotz sorgfiltigen Wasseraus- 
' schlusses, Variation der Erhitzungsdauer und des zugesetzten Quarzes und 
' Benutzung komplizierter AbsorptionsgefaiBe. Auch eine genaue Nacharbeitung 
' mit der von Mayrhofer?’) angegebenen Apparatur und Methodik ergab keine 
‘wesentlich giinstigeren Resultate. Ungleich besser wurden die Ergebnisse, 
‘als wir zur Destillation mit 50°/,iger Schwefelsiure als H,SiF, iibergingen. 


Kine restlose Erfassung vorgelegter Fluormengen von 10—1007 


Perhielten wir aber erst bei Destillation im Dampfstrom, wie es 
‘Willard und Winter*) angeben, wobei es nach unseren Fest- 
'stellungen zur genauen Reproduzierbarkeit ungemein wichtig ist, 
‘nur wenig und immer gleich viel einer bestimmten Glassorte zu 
‘verwenden und regelméfig den Leerwert zu ermitteln und ab- 
}zziehen. Zur rascheren Durchfiihrung einer Bestimmung lieBen 
‘wir das Destillat aus dem Absorptionsgefi8 kontinuierlich in 
‘eine auf einem Wasserbad geheizte Porzellanschale tropfen unter 
'stindiger Einhaltung’ schwach alkalischer Reaktion. Die Ver- 
Faschung erfolgte nach Zusatz einer geniigenden Menge Natron- 
‘lauge im Muffelofen bei 500—600° und anschlieBendem kurzen 
'Gliihen im offenen Platintiegel. 


Nachdem bei sorgfaltiger Einhaltung der von uns entwickelten 


' Modifizierungen eine einwandfreie Reproduzierbarkeit festgestellt 
| war, gingen wir dazu iiber, einige Blutextrakte, die als Basedow- 
| therapeutika Verwendung finden, zu untersuchen. Wir fanden 
'dabei, daB Tyronorman (Sichs. Serumwerk) pro Tablette etwa 


27 y F enthilt, was bei der empfohlenen Dosierung von 6 Tabletten 


‘im Tag 160 y F entspricht. In 10g Solvitren (nach Geheimrat 
| Bier, Chem. Fabrik Promonta) wurden etwas iiber 100 y F er- 
quan- & 
-ergibt sich der sehr Shnliche Wert von 200 y F pro die. Bei 


mittelt und da hiervon etwa 20 g taiglich genommen werden sollen, 


Antithyreoidin-Moebius (Merck) wurden in je 5 Ampullen zu 1 ccm 
in drei tibereinstimmenden Analysen nur etwa 10 y F gefunden. 

Die Befunde an Tyronorman und Solvitren weisen in bezug auf 
die tiglich zugefiihrte Fluormenge eine iiberraschende Parallelitiit 


) an 

*) Biochem. Z. 251, 70 (1932). 

*) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 5, 7 (1933); vgl. auch Hoskins u. Ferris, 
Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 8, 6 (1936). 


ioppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 17 
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valenter Menge als Sik, iiberdestillierten Siliciums, die Fehlergrenze ist abe; 
hier so hoch (zwischen je 207 kann nur geschiitzt werden), daB den dort 
angegebenen Blutfluorwerten (normal 70 y-°/,, bei Thyreotoxikosen 40y-°/,) keine 
entscheidende Bedeutung zugesprochen werden kann. Die von Steiger’), 
der das Fluor mit Titanlésung titriert, veréffentlichten Teste lassen bei ihrep 
groben Schwankungen eine Mikrobestimmung der hier in Frage kommenden 
GréBenordnung gar nicht zu. Infolgedessen sind auch die von Stuber 
und Lang*) mit der gleichen Methode erhaltenen Werte (0—940 y-°/,) ab- 
zulehnen. Ebenso ist die Fehlerbreite bei der von Feissly und Mitarbeitern 4 
und der von Scott und Henne‘) angewandten Methodik zu grob, um bei 
den im Blut vorliegenden Mengen brauchbare Werte zu erzielen. Besonders 
wenig halten die vielen von Goldemberg’) veréffentlichten Analysen einer 
kritischen Betrachtung stand. Er beniitzt zwar die ausgezeichnete von 
Kolthoff und Stansby®) modifizierte Methode von de Boer und Basart’, 
auf die wir noch eingehend zu sprechen kommen, gebraucht sie aber derart 
primitiv unter alleiniger Verwendung einer von Kolthoff zur Orientierung 
liber die notwendige Dauer der Destillation angegebenen Tabelle (Einzel- 
heiten vgl. im Orig.), daB seine Angaben und die daraus gezogenen Schlub- 
folgerungen jeder Grundlage entbehren. 


Wir haben uns deshalb bemiiht, eine Fluor-Mikroanalyse 
ausfindig zu machen, die bei den zu erwartenden Konzentrationen 
noch brauchbare Ergebnisse liefert. Am geeignetsten erwies sich 
dabei die Titration des Fluor-ions mit einer Lésung von Zirkon. 
Oxychlorid und Purpurin, wie sie von de Boer und Basart’) zu- 
erst angegeben und von Kolthoff*) modifiziert wurde. Fiir die 
speziellen Verhiltnisse bei Mikroanalysen an biologischem Material 
haben wir einige Anderun,ten vorgenommen. So hat es sich als 
zweckmaBig herausgestellt, die vorliegende Fluorid-Lésung voll- 
kommen zur Trockne zu verdampfen und auf den Riickstand w- 
mittelbar die Zirkon-Lésung einwirken zu lassen. Ferner hat sich 
eine genaue Titerbestimmung der Zirkon-Lésung und sorgfialtige 
Analyse der verwendeten Reagentien auf Fluorgehalt und ent- 
sprechende Beriicksichtigung der gefundenen Werte als unbedingt 
notwendig erwiesen. Genauere Einzelheiten dariiber finden sich 
im Versuchsteil. Die gré8ten Schwierigkeiten bereitete die quan- 
titative Destillation kleinster Fluormengen’). So konnten wir trotu 


1) J. Amer. Chem. Soc. 30, 219 (1908). 

*) Z. f. Klin. Med. 185, Heft 4 (1928); Biochem. Z. 212, 96 (1929). 

3) Klin. Wschr. 10, 829 (1931). 

*) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 7, 287 (1935). 

5) Rev. Soc. argent. Biol. 11, Nr. 1, 2, 7 (1935). 

®) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 6, 118 (1934). 

) Z. anorg. u. allg. Chem. 152, 213 (1926). 

*) An diesen Versuchen beteiligte sich Herr Dr. Biittner, dem wir da- 
fiir auch an dieser Stelle bestens danken. 
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. ' yerschiedenster Variationen mit den angegebenen Methoden zur 
aor : 


\ keine  Destillation als Sik’, keine einwandfreien Werte erzielen. 


pl ye ee . ta ’ 

’ y Ir verwe Zunacns 1e@ von 0 10 un oetansovy an- 
i | Wir verwandten hst d Kolthoff und Stansby’) 

“i | gegebene Vorschrift der Destillation als SiF,, fanden aber bei einer Reihe 
ce “0 & von Bestimmungen nur zwischen 40—70°/,, trotz sorgfiltigen Wasseraus- 
uber 


' schlusses, Variation der Erhitzungsdauer und des zugesetzten Quarzes und 
[o) ab- Benutzung komplizierter AbsorptionsgefiBe. Auch eine genaue Nacharbeitung 


“an ’ _ mit der von Mayrhofer?) angegebenen Apparatur und Methodik ergab keine 
im bei & wesentlich giinstigeren Resultate. Ungleich besser wurden die Ergebnisse, 
je 'als wir zur Destillation mit 50°/,iger Schwefelsiiure als H,SiF, iibergingen. 
aot 
e vor f Kine restlose Erfassung vorgelegter Fluormengen von LO—100y7 
art’, @ erhielten wir aber erst bei Destillation im Dampfstrom, wie es 
— | Willard und Winter’) angeben, wobei es nach unseren Fest- 
‘inzel. @ stellungen zur genauen Reproduzierbarkeit ungemein wichtig ist, 


chlus. | nur wenig und immer gleich viel einer bestimmten Glassorte zu 

| verwenden und regelmaBig den Leerwert zu ermitteln und ab- 
alyse fF zuziehen. Zur rascheren Durchfiihrung einer Bestimmung lieBen 
ionen & wir das Destillat aus dem AbsorptionsgefiB kontinuierlich in 
sich & eine auf einem Wasserbad geheizte Porzellanschale tropfen unter 
rkon- — stindiger Einhaltung’ schwach alkalischer Reaktion. Die Ver- 
7) zu. @ aschung erfolgte nach Zusatz einer geniigenden Menge Natron- 
r die lauge im Muffelofen bei 500—600° und anschlieBendem kurzen 
terial @ Gliihen im offenen Platintiegel. 


bh als & Nachdem bei sorgfiltiger EKinhaltung der von uns entwickelten 
voll § Modifizierungen eine einwandfreie Reproduzierbarkeit festgestellt 
| un- & war, gingen wir dazu iiber, einige Blutextrakte, die als Basedow- 


sich & therapeutika Verwendung finden, zu untersuchen. Wir fanden 
iltige F dabei, daB Tyronorman (Sachs. Serumwerk) pro Tablette etwa 
ent: 277 F enthialt, was bei der empfohlenen Dosierung von 6 Tabletten 
dingt® im Tag 160 y F entspricht. In 10g Solvitren (nach Geheimrat 
sich f bier, Chem. Fabrik Promonta) wurden etwas iiber 100 7 F er- 
uan-— mittelt und da hiervon etwa 20g tiglich genommen werden sollen, 
trotz § ergibt sich der sehr Ahnliche Wert von 200 y F pro die. Bei 
Antithyreoidin-Moebius (Merck) wurden in je 5 Ampullen zu 1 com 
in drei itibereinstimmenden Analysen nur etwa 10 y F gefunden. 

Die Befunde an Tyronorman und Solvitren weisen in bezug auf 
die tiglich zugefiihrte Fluormenge eine iiberraschende Parallelitat 


Jaa O. 
*) Biochem. Z. 281, 70 (1932). 
r da § 8) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 5, 7 (1933); vgl. auch Hoskinsu. Ferris, 
Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 8, 6 (1936). 
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valenter Menge als Sik, iiberdestillierten Silicitums, die Fehlergrenze ist aber 


hier so hoch (zwischen je 20y kann nur geschiitzt werden), daB den dort 
angegebenen Blutfluorwerten (normal 70 7-°/), bei Thyreotoxikosen 40 7-°/,) keine 
entscheidende Bedeutung zugesprochen werden kann. Die von Steiger 

der das Fluor mit Titanlésung titriert, veréffentlichten Teste lassen bei ihren 
groben Schwankungen eine Mikrobestimmung der hier in Frage kommendey 
GréBenordnung gar nicht zu. Infolgedessen sind auch die von <patrg 
und Lang’) mit der gleichen Methode erhaltenen Werte (0—940 y-°/,) ab- 
zulehnen. Ebenso ist die Fehlerbreite bei der von Feissly und Mitarbeitern:’ 

und der von Scott und Henne‘) angewandten Methodik zu grof, um bei 
den im Blut vorliegenden Mengen brauchbare Werte zu erzielen. Besonders 
wenig halten die vielen von Goldemberg’) verdffentlichten Analysen einer 
kritischen Betrachtung stand. Er beniitzt zwar die ausgezeichnete von 
Kolthoff und Stansby'*) modifizierte Methode von de Boer und Basart’), 
auf die wir noch eingehend zu sprechen kommen, gebraucht sie aber derart 
primitiv unter alleiniger Verwendung einer von Kolthoff zur Orientierung 
iiber die notwendige Dauer der Destillation angegebenen Tabelle (Einzel- 
heiten vgl. im Orig.), daB seine Angaben und die daraus gezogenen Schlub 
folgerungen jeder Grundlage entbehren. 

Wir haben uns deshalb bemiiht, eine Fluor-Mikroanalyse 
ausfindig zu machen, die bei den zu erwartenden Konzentrationen 
noch brauchbare Ergebnisse liefert. Am geeignetsten erwies sich 
dabei die Titration des Fluor-ions mit einer Lésung von Zirkon.- 
Oxychlorid und Purpurin, wie sie von de Boer und Basart’) zu- 
erst angegeben und von Kolthoff*) modifiziert wurde. Fiir die 
speziellen Verhiltnisse bei Mikroanalysen an biologischem Material 
haben wir einige Anderungen vorgenommen. So hat es sich als 

5 5 

zweckmabBig herausgestellt, die vorliegende Fluorid-Liésung je 
kommen zur Trockne zu verdampfen und auf den Riickstand 1 

mittelbar die Zirkon-Lésung einwirken zu lassen. Ferner hat sich 
eine genaue Tiiterbestimmung der Zirkon-Lésung und sorgfiiltige 
Analyse der verwendeten Reagentien auf Fluorgehalt und ent- 
sprechende Beriicksichtigung der gefundenen Werte als unbedingt 
notwendig erwiesen. Genauere Einzelheiten dariiber finden sic 
im Versuchsteil. Die gréBten Schwierigkeiten bereitete die quan- 
titative Destillation kleinster Fluormengen’). So konnten wir trot 


1) J. Amer. Chem. Soc. 30, 219 (1908). 
*) Z. f. Klin. Med. 185, Heft 4 (1928); Biochem. Z. 212, 96 (1929). 
3) Klin. Wschr. 10, 829 (1931). 
*) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 7, 287 (1935). 
‘) Rev. Soc. argent. Biol. 11, Nr. 1, 2, 7 (1935). 
*) Ind. Eng. C Chem. Anal. Ed. 6, 118 (1934). 
) Z. anorg. u. allg. Chem. 152, 213 (1926). 
5) An diesen Versuchen beteiligte sich Herr Dr. Biittner, dem wir da 
fiir auch an dieser Stelle bestens danken. 
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schiedenster Variationen mit den angegebenen Methoden zur 


aort = e ie i . ° > ° . . 
eine Destillation als Sik’, keine einwandfreien Werte erzielen. 
“i Wir verwandten zunichst die von Kolthoff und Stansby!) an 
_— vegebene Vorschrift der Destillation als Sik,, fanden aber bei einer Reihe 
ene yon Bestimmungen nur zwischen 40—70°),, trotz sorgfiltigen Wasseraus- 
ewe schlusses, Variation der Erhitzungsdauer und des zugesetzten Quarzes und 
“ & Benutzung komplizierter Absorptionsgefiibe. Auch eine genaue Nacharbeitung 
“en mit der von Mayrhofer?) angegebenen Apparatur und Methodik ergab keine 
Pci wesentlich giinstigeren Resultate. Ungleich besser wurden die Ergebnisse, 
ers Bais wir zur Destillation mit 50°/,iger Schwefelsiiure als H,SiF’, iibergingen. 
her 
von Kine restlose Erfassung vorgelegter Fluormengen von LO— 100; 
rt’, # erhielten wir aber erst bei Destillation im Dampfstrom, wie es 
rart rs : re : 1 ‘ast 
Willard und Winter’) angeben, wobei es nach unseren Fest- 


stellungen zur genauen Reproduzierbarkeit ungemein wichtig ist, 
Jug. — nur wenig und immer gleich viel einer bestimmten Glassorte zu 

| yerwenden und regelmifBig den Leerwert zu ermitteln und ab- 
lyse J zuziehen. Zur rascheren Durchfiihrung einer Bestimmung lieben 
nen wir das Destillat aus dem AbsorptionsgefiB kontinuierlich in 
sich & eine auf einem Wasserbad geheizte Porzellanschale tropfen unter 
on. ff stindiger Kinhaltung schwach alkalischer Reaktion. Die Ver- 
zu- @ aschung erfolgte nach Zusatz einer geniigenden Menge Natron- 
die ® lauge im Muffelofen bei 500—600° und anschlieBendem kurzen 
rial —& Gliihen im offenen Platintiegel. 


als Nachdem bei sorgfiltiger Kinhaltung der von uns entwickelten 
oll: § Modifizierungen eine einwandfreie Reproduzierbarkeit festgestellt 
un- — war, gingen wir dazu iiber, einige Blutextrakte, die als Basedow- 


sich § therapeutika Verwendung finden, zu untersuchen. Wir fanden 
tige F dabei, daB Tyronorman (Siichs. Serumwerk) pro Tablette etwa 


nt-—F 277 F enthilt, was bei der empfohlenen Dosierung von 6 Tabletten 
nat im Tag 160 y F entspricht. In 10g Solvitren (nach Geheimrat 
sich F bier, Chem. Fabrik Promonta) wurden etwas iiber 1007 F er- 
al-— mittelt und da hiervon etwa 20 g tiglich genommen werden sollen, 


‘ota F ergibt sich der sehr &hnliche Wert von 200 y F pro die. Bei 
Antithyreoidin-Moebius (Merck) wurden in je 5 Ampullen zu 1 ccm 
in drei tibereinstimmenden Analysen nur etwa 10 y F gefunden. 

Die Befunde an Tyronorman und Solvitren weisen in bezug auf 
ie taglich zugefiihrte Fluormenge eine iiberraschende Parallelitiit 


>) oe D 
*) Biochem. Z. 281, 70 (1932). 
da *) Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 5, 7 (1933); vgl. auch Hoskinsu. Ferris, 
Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 8, 6 (1936). 
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mit den klinischen Erfahrungen von W. May!) auf, der eiie 
tigliche Dosis von 1 mg 3-Fluortyrosin entsprechend 100 5 F 
gibt. Da Tyronorman und Solvitren als Blutextrakte auBerdem 
Jod enthalten*), das in diesem Falle eine gewisse Hemmunys- 
wirkung ausiiben diirfte, sind die graduellen Unterschiede in dey 
Wirkung dieser verschiedenen Priiparate (Héhe der Dosis, Dauer 
der Behandlung) leicht erklirlich. Es ist selbstverstiindlich, dat 
es mehrere Faktoren chemisch noch unbekannter Natur gibt, die 
eine entscheidende Rolle im Schilddriisenstoffwechsel in hemmendem 
Sinne spielen. Jedenfalls aber diirften die obigen Befunde ein 
weiteres Argument darstellen fiir die Annahme, daB eine fluor- 
haltige Komponente eine wesentliche antithyreotoxische*) Wirkung 
im Organismus ausiibt. 

Diese Annahme wird weiterhin gestiitzt durch das Vorhanden- 
sein betrachtlicher Fluormengen im menschlichen Blut. Wir yer. 
wandten bei unseren Untersuchungen zunichst Gesamtblut, von 
dem zur Erzielung gréBerer Genauigkeit jeweils 30—35 ccm ver- 
ascht wurden. (Bei Mengen unter 20—25 ccm ist die gefundene 
Menge im Verhiltnis zum Leerwert zu klein, um noch entsprechende 
Werte zu liefern.) Als sehr wichtig hat sich erwiesen, die Ver- 
aschung so vollstandig durchzufiihren, daB sich der Riickstand 
vollkommen klar und ohne Kohlepartikelchen im Destillations- 
kolben list, da sonst viel zu kleine Fluormengen iiberdestillieren. 
Unsere Bestimmungen am Gesamtbiut ergaben Werte zwischen 
50—110 y-"/,. Bei getrennter Analyse von Serum und Blutkuchen 
(Plasma + Blutkérperchen) ergab sich erwartungsgemiB, dab im 
Blutkuchen relativ weng Fluor, etwa 45 y-°/,,: vorhanden ist, 
wiihrend Serum einen entsprechend héheren Gehalt aufweist, der 
sich in den Grenzen zwischen 60—120 y-°), bewegt. Die Ver- 
wendung von Serum bietet durch die leichtere Veraschung, den 
geringeren Riichstand und den héheren Prozentgehalt an Fluor 
einige Vorteile, doch sollten auch hier méglichst 30 cem zur 
Verfiigung stehen. 


') a. a. O. 

*) Schneider u. Widmann, Dtsch. Z. Chir. 244, 639 (1935) (in einer 
Tablette Tyronorman 0,5 y Jod). 

*) Wir verwenden diese Bezeichnung statt der friiher gebrauchten 
,antithyreoidalen“ im Sinne der Definition von Litzka [,,Paralysierung 
von Veriinderungen, die die Zufuhr von Schilddriisensubstanz oder -hermon 
im Organismus (mit Ausnahme der Thyreoidea) im Gefolge hat‘). Arch. f. 
exper. Path. 183, 436 (1936). 
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Mit den oben angegebenen Werten diirften die Grenzen des 
Fluorvorkommens im menschlichen Blut im wesentlichen wieder- 
vegeben sein. Extreme pathologische Fille koénnen natiirlich noch 
stiirker von der Norm abweichende Zahlen liefern. Uber die 
Beziehungen zwischen Fluorspiegel und Schilddriisenfunktions- 
stirungen sagen die wenigen Analysen noch nichts Endgiiltiges 
aus. Dazu sind eine groBe Anzahl von unter ganz gleichen Be- 
dingungen ermittelten Werten notwendig. Immerhin zeigen die 
untersuchten Fille von normalem Gesamtblut einen Fluorgehalt 
von tiber 100 y-°/,, withrend bei dem Blut eines Basedowikers 
und eines Vegetativ-Stigmatisierten nur etwa 60 7-°/, erhalten 
wurden. Das gleiche Bild ergaben die Analysen an Serum, ein 
als geheilt entlassener Patient wies einen Fluorspiegel von 117 7-°/, 
aut, die anderen Fille von mehr oder weniger schwerem Basedow, 
baw. ausgesprochen thyreotischer honstitution zeigten einen Gehalt 
von nur 50—80 7-°/,. Mit entsprechendem Vorbehalt méchten 
wir deshalb aus unseren bisherigen Untersuchungen den SchluB 
ziehen, daB im allgemeinen der Normalfluorgehalt des Blutes 
deutlich héher liegt (etwa 100—120 y-°/,) als der von Basedowikern, 
Thyreotoxikosen u. 4. (etwa 50—80 y-°/,). Die Ergebnisse sollen 
weiter ausgebaut werden durch systematische Reihenuntersuchungen, 
die auch auf das in diesem Zusammenhang besonders interessante 
Verhaltnis Blutjod:Bluttluor ausgedehnt werden sollen. 
Besonders exakte Aussagen lassen die Untersuchungen an 
Wiissern zu, die naturgeméB auch einer leichteren und genaueren 
Analyse zuginglich sind. Im Hinblick auf die von Goldemberg 
und anderen!) gegebenen Grundlagen fiir eine Theorie der Kropf- 
entstehung durch Fluoranhiufung im Organismus, die bei An- 
nahme eines Antagonismus zwischen Fluor und Jod einer Jod- 
mangeltheorie entspriche, kame einer umfassenden Fluorunter- 
suchung der Trinkwiisser und Quellen hervorragende Bedeutung 
zu. Wir haben uns zunichst darauf beschrinkt, Leitungswasser 
von Miinchen (praktisch kropffrei) dem von einigen Gebirgsorten 
mit endemischem Kropfvorkommen gegeniiberzustellen. Wahrend 
das Miinchner Wasser im Mittel 1447 F im Liter enthalt, was 
mit den Analysen aus anderen kropffreien Gegenden gut iiberein- 
stimmt [Kieler Leitungswasser’) 1657], weisen die anderen Wasser 
Mengen von 220—290 y im Liter auf (Kreuth 220, Rottach 280, 


') Vgl. die Angaben in der letzten Mitteilung, Diese Z. 245, 58 (1936). 
*) Stuber u. Lang, Biochem. Z. 212, 96 (1929). 
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Oberammergau 290). Wir haben hier also eine deutliche Erhéhiung 
der Fluormengen im Gebirge, die sich bis zu einem gewissey 
Grade in flieBenden Wissern wiederspiegelt (Isarwasser bei ‘{\jl, 
167 7, Weissachwasser Kreuth 203 y). Bei Mineralwissern licvey 
natiirlich extreme Verhiltnisse vor, so fanden wir (nachdem Jo, 
groBtenteils entfernt war) in der Jodquelle von Bad Wiesse¢ 
12,8 mg, in der Schwefelquelle von Bad Kreuth 2,2 mg F. 

Ks sind in der Literatur Fille beschrieben"), bei denen cin 
kropterzeugende Wirkung von Trinkwasser durch vorheriges A}. 
kochen aufgehoben wurde, was man als Stiitze fiir Entstehung 
von Kropf durch Mikroorganismen im Wasser anfiihrte. Ebenso 
lassen sich diese Angaben aber auch fiir die Theorie, daB ein 
iiber einen gewissen Schwellenwert erhéhter Fluorgehalt des Wassers 
der betreffenden Gegend fiir den endemischen Kropf verantwortlich 
ist, heranziehen. Wir konnten nimlich an der besonders stark 


fluorhaltigen Schwefelquelle Bad Kreuth zeigen, daB nach kurzew | 


Kochen durch Ausfillung unléslicher Fluorsalze der Fluorgehalt 
des Filtrates wesentlich gesunken ist. Weitere Untersuchungen 
sind im Gange und wiren auch von anderer Seite zur Vervoll- 
stindigung des Materials sehr wiinschenswert. 


Versuehsteil. 
Titration kleinster Fluormengen. 


Die Herstellung der Titrationslésungen hilt sich im wesentlichen an 
die von Kolthoff und Stansby’) gegebene Vorschrift. Die Vergleichs- 
lésung wird, wie dort angegeben, durch Zugabe von 9 mg Purpurin in 
30 cem Alkohol zu einer Lésung von 160 mg Zirkonoxychlorid in 970 ccm 
6 n-Salzsiiure hergestellt. Die Standard-Fluoridlésung wird durch Auflésen 
von 44,2 mg NaF entsprechend 20 mg Fluor in 1 Liter 8 n-Salzsiure bereitet. 

Fiir die Standard-Fluoridlésung ist, wie wir festgesteilt haben, von 
groBer Wichtigkeit, daB der Fluorgehalt der verwendeten Salzsiiure genau 
ermittelt und beriicksichtigt wird. Zu diesem Zweck wird eine NaF-Lésung 
in destilliertem Wasser hergestellt, die genau 20 y F in 1 cem enthiilt 
Durch Eindampfen bestimmter, vorher schwach alkalisch gemachter Mengen 
davon und anschlieBender Titration mit der salzsauren Standard-Fluoridlésung 
ergibt sich dann der tatsichliche Fluorgehalt der Titrationslésung, mit 
welchem Faktor die erhaltenen Werte zu multiplizieren sind. 

20, 40, 40, 60, 60, 60 y Fluor verbrauchen 0,90, 1,70, 1,50, 2,55, 2,40, 
2,40 cem Standard-Fluoridlésung. Im Durchschnitt entspreehen demnach 


1) Vel. Breitner, Wien. klin. Wschr. 35, 969 (1922); Klin. Wschr. 12, 
1475 (1933). 


27) a. a. O. 
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20 y F 1,64 cem Standard-Fluoridlésung, und damit enthilt diese in 1 cem 
14,47 F [1 cem der verwendeten Salzsiiure, also 24,4—20,0 (eingewogene 
Menge) = 4,4 y F'. 

Um immer unter gleichen Bedingungen zu arbeiten und die durch 
yerinderte Konzentration oder schwankendes p,, auftretenden Stérungen 
beim Vergleich der Farblésung zu vermeiden, werden alle zu untersuchenden 
Lisungen schwach alkalisch eingedampft und der erkaltete Trockenriickstand 
in 10 cem der Zirkonlésung gelést. Wenn eine Krystallabscheidung durch 
zu groBe Kochsalzmengen auftritt, wird durch eine Glasfrittennutsche in 
einen Mebzylinder filtriert und das meist etwa 9,5 cem betragende Filtrat 
mit der gleichen Menge Zirkonlésung in einem gleichweiten Reagenzglas 
verglichen, von der tatsiichlich verwendeten Menge des Reagens ist dann 
auf 10 cem umzurechnen. Durch Zulaufenlassen von so viel Standard- 
Fluoridlésung zu der Testlésung unter starkem Riihren, bis Farbgleichheit 
eintritt (Mikrobiirette, Beleuchtung mit Tageslichtlampe), erhalt man unter 
Multiplikation mit dem Faktor (in unserem Fall 2,44) einen ersten Wert; 
dieser wird priizisiert durch eine zweite Titration, die nach Zulaufenlassen 
yon insgesamt 2,40 cem (giinstigster Farbumschlag) Standardlésung zum Test, 
Titration der Probe bis Farbgleichheit und Abzug der von der Probe ver- 
brauchten Menge von den 2,40 cem auf etwa 1y bis héchstens 2 y tiber 
einstimmende Werte liefert. Bei Lésen der Substanz ist aus dem auftretenden 
Farbton sofort zu erkennen, ob die vorhandene Fluormenge in der fiir die 
Titration am giinstigsten liegenden Héhe von 10—40y liegt. Enthilt sie 
mehr, werden so oft je 10 cem Zirkonlésung zugegeben, bis der Farbton 
unterhalb des Umschlags nach gelb liegt und dann ein aliquoter Teil titriert 
ind entsprechend umgerechnet. Die Genauigkeit der Methode geht aus 
folgenden Testen hervor: 


Angewandte Menge Fluor Gefunden 
14 y 14,3 y 
14 14.3 
22 22,4 
30 30.7 
Destillation kleinster Fluormengen. ~ 


Zur Destillation bedienten wir uns folgender Apparatur: 





Im Kolben A befindet sich destilliertes Wasser, dem etwas reines 
Natriumhydroxyd zugefiigt ist, um ein Uberdestillieren von Fluorwasserstoff- 


siure mit dem Wasserdampf zu verhiiten. Der Brenner wird so reguliert, 
dai wihrend der zwei Stunden dauernden Destillation jedes Mal eine 
gleiche Menge Wasser verdampft. Der Wasserdampf gelangt durch das 


gebogene Rohr in den Kolben B, der mit Normalschliff an dem 
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Destillationsaufsatz sitzt. Ein wie das Dampfeinleitungsrohr bis auf dey 
Boden von B reichendes Thermometer gestattet, die Temperatur im Koj}ey 
auf 130—140° zu halten, bei héherer Temperatur geht Schwefelsiiure yj; 
iiber, die ebenfalls eine Aufhellung des Zirkon-Purpurinlackes bewirkt, }o; 
tieferer ‘'emperatur geht zu wenig H,SiF, iiber. Im Kolben B wird zuniichs 
eine Mischung von 20 cem destilliertem Wasser und 20 cem reiner konzey 
trierter Schwefelsiure unter Eiskiihlung bereitet, dann ein Gemisch yoy 
100—120 mg grobem und feinem Glaspulver (aus gewohnlichem Glas, das 
mit konzentrierter Salzsiiure ausgekocht war), schlieBlich die zu untersuchende 
Substanz zugegeben. In das Absorptionsgefifb C mit Uberlauf gibt man 


eem destilliertes Wasser und s iel 2 n-Natron e, dab die Reaktion | 
destilliertes Wasser und so viel 2 n-Natronlauge, daB die Reaktioy 


wiihrend der ganzen Dauer der Destillation alkalisch bleibt, was leicht 
durch Zugabe eines Tropfens Phenolphthalein zu kontrollieren ist. Dure} 
den Uberlauf tropft das Destillat in eine Porzellanschale, die auf einen 
Wasserbad steht, so daB ein kontinuierlicher Betrieb gewiihrleistet wird, 
Die Brenner werden so reguliert, dab wiihrend zwei Stunden midglichst 
gleichmiBig 180 cem Wasser verdampfen und die Temperatur in B nicht 
wesentlich um 135° schwankt. Nach Beendigung wird der Inhalt von ( 
in die Schale entleert und nach vollkommenem Lindampfen zur ‘T'rockne 
wird wie oben angegeben titriert. 

Dabei ist zu beriicksichtigen, dab infolge immer vorhandener geringe: 
Fluormengen in der verwendeten Schwefelsiiure (auch pro analysi), im 
destillierten Wasser und eventuell im Glas ein Blindwert entsteht, der 
jedesmal von dem erhaltenen abzuziehen ist. Da dieser Blindwert kleinen 
Sechwankungen unterworfen ist (verschiedene Fraktionen von destilliertem 
Wasser usw.), muf er hiiufig durch einen Leerversuch iiberpriift und die 
entsprechende Korrektur angebracht werden. Unsere Leerwerte lagen 
regelmaiBig zwischen 6,5—8,0 y-F. Eine weitere zu beriicksichtigende Fehler 
quelle ist der F-Gehalt der verwendetern Natronlauge. Unsere aus reinstew 
Natriumhydroxyd (pro analysi) bereitete 2 n-NaOH enthielt in 1 cem 7,5 y-F 


was iibereinstimmend bei mehreren Titrationen (nach Eindampfen unter 


Zusatz von konzentrierter HCl bis fast zum Neutralpunkt und unter Abzug 
des Fluorgehaltes der Salzsiiure) gefunden wurde. Man erhiilt also erst dann 
den richtigen Wert fiir die untersuchte Probe, wenn von dem Titrations 
ergebnis der Blindwert und der F-Gehalt der insgesamt verwendeten Natron 
lauge (im AbsorptionsgeféB und beim alkalischen Veraschen) abgezogen wird. 

Aus folgenden Testen geht hervor, dab bei genauer Beriicksichtigung 
dieser Faktoren die Fehlergrenze von 40 y aufwiirts 5°/, nicht iibersteigt 
bei Werten unter 20 y F ist mit etwa 10 zu rechnen. 





Davon abzuziehen 
“a re Titriert Leerwert + F-Ge Gefunden 
omar y F halt der ver- y EF 
‘ wendeten NaOH 
10 18,7 9,5 9,2 
20 waco 9.5 18.0 
40 48.1 9,5 38,6 
60 70,0 9,5 61,5 
80 88.6 9,5 79,1 
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zweiten Probe in einer Tablette gefunden 27,3 y I 


Beitrige zur Biochemie des Fluors. 


Veraschung organischen Materials. 


Kine wichtige Rolle spielt bei Analysen organischen Materials 
die Veraschung. Wenn auch beim Fluor die Verhiltnisse giinstiger 
liegen als bei dem leicht fliichtigen Jod, so sind doch auch hier 
einige Punkte genau zu beachten. Wir haben das Blut (wenn 
miglich Serum) in einer Menge von 25—35 ccm zuniichst in 
einem geriumigen Porzellantiegel nach Zusatz von 2 n-NaOH bis 
gur deutlich alkalischen Reaktion und guter Durchmischung mit 
kleiner Flamme im Mutielofen verkohlt, dann bei starker Flamme 
secliiht. Wenn die Asche nur noch grau ist, wird sie heraus- 
sekratzt, der noch fest anhaftende Aschenrest wird mit Wasser 
herausgelést, diese Lésung in einem Platintiegel eingedampit und 
dann darin zusammen mit der mechanisch entfernten Hauptmenge 
so lange gegliiht, bis die Asche hell geworden ist (bei Serum fast 
weib, bei Gesamtblut braun). Sie wird dann in einem Achat- 
mérser ganz fein gepulvert und in den Destillationskolben ge- 
geben, der im Platintiegel verbleibende Rest wird mit wenig 
Wasser ebenfalls dort hineingespiilt. Wihrend des Erhitzens mub 
eine vollig klare Lésung entstehen, sind noch Kohleteilchen vor- 
handen, dann wird ein zu geringer F-Wert gefunden, wie die 
spiter folgenden ‘Tabellen zeigen. 

DaB auf diese Weise gut iibereinstimmende Ergebnisse erzielt 
werden, geht daraus hervor, daB bei Zusatz bestimmter Mengen 
Natriumfluorid zu der zu veraschenden Probe innerhalb der Fehler- 
grenze die entsprechend héheren Werte erhalten werden. Natiir- 
lich ist bei einem Analysengang, der Veraschung, Destillation, 
Titration und Abzug eines Leerwertes erfordert, mit hédheren 
Fehlergrenzen zu rechnen, etwa + 15—20°/.. 


Fluoranalysen von Blutextrakten (Basedowtherapeutika). 


Tyronorman. 10 Tabletten Tyronorman wurden fein gepulvert, mit 
wenig Wasser in einem Porzellantiegel zu einem diinnen Brei angerieben, 


die Natronlauge alkalisch gemacht und im Muffelofen verascht und gegliht. 


Der fein gepulverte Riickstand wurde nach obigen Vorschriften destilliert 
ind titriert. 
Gefunden 255 y F, in einer Tablette demnach 25,57 F. Bei einer 
Solvitren. 2mal je 5g Solvitren mit Wasser angerieben, alkalisch 
Porzellantiegel verascht und gegliiht. 


Gef. 58,4, 45.47 F. 
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Antithyreoidin-Moebius. Je 5 Ampullen zu 1 cem wurden ijk; 
lisch eingedampft und vergliiht, die Asche wie oben behandelt. 
Gef. 9,6, 9,0, 12,2y F. 


x gTOh 


i Ampulle zu 1 cem enthilt demnach etwa 2 y F. 














\ 
Blutfluoranalysen '’. . 3 
Gesamtblut. 
: — 
Anzahl . . In 100 « 
Fall Gef. y I R 
cem y I 
37.5 Schm. (ohne krankh. Befund) 40,3 108 
30,0 boa ™ ae 31,5 105 ia 
(Zugesetzt 20 y F (51,5—20,0) y 
31,0 Wei.  (schwerer Basedow) 19,2 62 
31,0 Leng. (vegetativ-stigmatisiert) 18,2 59 
Unvollstindig vergliiht 
35,0 Geh. (Basedow) 9,2 26 r oS 
30,0 (ohne krankh. Befund) 6,0 2() 











Serum. 














Anzah| Fall Gef. 7 F In 100 ce 
ecm y I 
32,5 Leng. 25. 1. 37 (vegetativ-stigmatisiert) 23,8 73 
35.0 - 25. 1. 87 desgI. 22.0 63 
30,0 Wei. 10.12. 36 (sechwerer Basedow) 24,0 SO 
27,5 Rad. 22. 1. 37 (Basedow) 13,5 1) 
29,5 Rich. 29.12. 36 (veget.-stigm., thyreot. 16,2 5D 
Konst., jodvorbehandelt) 

20,5 Herm. 22. 1. 37 (Basedow, nach 5 monat. 24,1 117 
Fluortyrosinbehandlung 
als geheilt entlassen) 


Blutkuchen (Plasma + rote Blutkérperchen). 














Anzahl ‘ — tin 100 cen 
Fall Gef. y F : 
eem y 1 
32,0 Leng. 10.12. 36 (schwerer Basedow) 14,5 45 
34,5 Wei. 25. 1. 37 (vegetativ-stigmatisiert) 15,5 4. 
') Die Blutproben stammen aus dem Waldsanatorium Dr. W. Ma) 


Kreuth. 








. Fluoranalysen von Wassern. 

Es wurden je 100 oder 200 cem alkalisch eingedampft und der Riick- 
stand titriert. Zusiitze von NaF ergaben die berechneten héheren Werte, 
srobte gefundene Streuung -- 12,5°), vom Mittelwert. 

Miinchener Leitungswasser: 
Gef. 132, 155, 186, 153. im Mittel 
Leitungswasser Dorf Kreuth (Oby.): 
Gef. 200, 120, 230, 218, 227 im Mittel 
— Leitungswasser Oberammergau 
4 | | Schwaighofwasser (Rottach) . . 
lsarwasser (9 km unterhalb Tolz): 
oS Gef. 169, 173, 160. im Mittel 
' Weissachwasser Kreuth: 
2 Gef. 221, 185 im Mittel 
” Jodquelle Bad Wiessee: 
Gef. 11,8 mg, 13,9 mg im Mittel 
6 | Schwefelquelle Bad Kreuth: 
” ' Gef. 2,21 mg, 2,20 mg im Mittel 
im Mittel 


> Nach 15 Minuten Kochen 
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144 F (in 1 Liter) 


219 7 F (in 1 Liter) 


290 
280 
167 
203 
12,85 mg 


2,205 mg 


1,69 mg 
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Uber das Vorkommen von hochwirksamen, 
die Blutgerinnung hemmenden Stoffen in Rotalgen. 
Von 


Horst Elsner, Wilhelm Broser und Eberhard Biirgel. 
(Aus der IV. Medizinischen Universititsklinik!) am Robert-Koch-Krankenhaus, Berlin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Februar 1937.) 


Die Ergebnisse der Konstitutionsaufklarung am Heparin, das 
nach KE. Jorpes?) ein Mucoitin-polyschwefelsiureester ist, und 


die Befunde von 8. Bergstrém*), welcher zeigte, daB kiinstlich | 


mit Schwefelsiure veresterte Polysaccharide die Blutgerinnung 
hemmen, veranlaBten uns, natiirlich vorkommende Polysaccharid- 
schwefelsiureester auf ihre gerinnungshemmende Wirkung 71 
priifen. Agar-Agar, welcher durch Wasserextraktion aus Rotalgen 
gewonnen wird‘), enthalt sehr wahrscheinlich einen Galaktan- 
schwefelsdureester®), Einen solchen konnte W. Z. Hassid aucel 
aus den Rotalgen Irideae laminarioides isolieren®). Ferner wurde 
im Carrageen, das hauptsichlich aus der Rotalge Chondrus crispus 
besteht, ein Stickstoff enthaltender und/mit Schwefelsiure ver- 
esterter Polysaccharidkomplex nachgewiesen®), Wir fanden, dai 
den Polysacchariden aus Agar-Agar und aus Carrageen, sowie dei: 
Natriumsalz des Galaktan-schwefelsiiureesters von W. Z. Hassid‘, 
eine sehr betrachtliche gerinnungshemmende Wirkung zukommt. 


') Dem iirztlichen Direktor, Herrn Prof. Dr. H. Dennig, sei fiir di 
mir in seinen Laboratorien gewihrte Gastfreundschaft auch an_ dieser 
Stelle gedankt. H. Elsner. 

2) Naturw. 23, 196 (1935); Biochemic. J. 29, 1817 (1935); Diese 7. 
244, 253 (1936). 

3) Diese Z. 238, 163 (1936). 

4) Vel. J. v. Wiesner, Die Rohstoffe des PHanzenreichs, 4. Aufl. 
Leipzig 1928, S. 1849—1854. 

°) Vgl. Tollens-Elsner, Kurzes Handbuch d. Kohlenhydrate, 4. Aufl. 
Leipzig 1935, S. 596. 

*) P. Haas, Biochemie. J. 15, 469 (1921); B. Russell-Wells, biv- 
chemic. J. 16, 578 (1922); M. R. Butler, Biochemie. J. 28, 759 (1934): 24. 
1025 (1935). 

’) Fiir die Uberlassung einiger Milligramm von dieser Substanz sage! 
wir Herrn W. Z. Hassid, Berkeley (Calif.), unseren verbindlichen Dank 
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Um die Wirkung auf die Blutgerinuung mit der anderer 
gerinnungshemmender Substanzen zahlenmabig vergleichen zu 
kjnnen, bestimmen wir die Grenzwirksamkeit. Wir verstehen 
darunter diejenige Verdiinnung, bei der die Gerinnung von mensch- 
lichem Gesamtblut gerade noch deutlich meBbar (10—15 Sek.) 
verzogert wird. Die Bestimmungen nehmen wir in U-férmigen 
Kapillaren (1,6—2 mm Durchmesser) vor, die in Gruppen zu 
je 6 in einer drehbaren Vorrichtung, ahnlich wie bei dem von 
\, Fischer’) konstruierten Apparat, derartig befestigt sind, daB 
alle Réhrchen beim langsamen Hin- und Herwiegen im Wasser- 
bad zwangsliufig die gleiche Bewegung ausfiihren miissen. Von 
den 6 Kapillaren enthalt eine auBer 3 Tropfen Blut nur 2 Tropfen 
\Vasser; die iibrigen enthalten dann den zu untersuchenden Stoft 
in steigenden Konzentrationen. Als Zeitpunkt der Gerinnung 
wird das sehr gut erkennbare Stocken der Blutsiule in der 
Kapillare angesehen. Als Beispiel fihren wir den Versuch IV 


mit Liquoid Roche bei 40° an. 





a Verzégerung der Gerinnung in Sekunden bei Verdiinnung 
Konz. O ; lla — - 
in Sek. 1:16-10° 1:8-10° 1:4-10°)1:2-10° 1: 10° 1:5-10* 1: 25-10°)1: 12500 

300 U 0 20 30 46 

350 VY 20 40 65 

240 29 55 85 155 420 





Alle Bestimmungen wurden im Wasserbad bei 40° ausgefiihrt; 
nach unseren bisherigen Erfahrungen scheint aber die Grenz- 
wirksamkeit zwischen 25° und 40° keinen erheblichen Schwan- 
kungen zu unterliegen. Unsere MeBmethode hat den Vorzug, in 
kiirzester Zeit (etwa 10 Minuten) durchfiihrbar zu sein; sie liefert . 
uatiirlich nur gréBenordnungsmiBbige Werte. Die durch Ver- 
wendung von Blut verschiedener Individuen und die durch natiir- 
liche Schwankungen in der Gerinnungszeit beim Kinzelindividuum 
bedingten Streuungen scheinen sich bei Messung der Grenz- 
konzentration weniger auszudriicken, als wenn man z. B. Ver- 
zigerungszeiten von iiber 5 Minuten vergleicht. 

Aus unserem zahlreichen Versuchsmaterial bringen wir zu- 
nichst in der Tabelle einige Werte (I—VI), die wir mit bekannten 


) Pfliigers Arch. 225, 737 (1980). 
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\ a Priiparat Grenzwirksamkeit 
I Heparin A 1: 3000000 
II Heparin B 1: 800000 
II] Heparin C 1: 100000 
IV Liquoid Roche 1: 400000 
V Neodymacetat 1 50000 
VI Praseodymacetat 1 50000 
Vil Guanosin 1: 50000 
VIII Rohprodukt aus Agar-Agar 1: 380000 
IX Rohprodukt aus Carrageen 1: 400000 
X Substanz von Hassid i: 800000 








gerinnungshemmenden Stoffen erhalten haben ®). IJI—III sind 
Heparinpraparate des Handels aus verschiedenen Quellen. [V ist 
polyanetholsulfosaures Natrium, das unter dem Namen Liquoid 
Roche im Handel ist}. Auf Grund der sehr interessanten Ar- 
beiten von H. Dyckerhoff?) iiber die gerinnungshemmende Wir- 
kung der Didymsalze haben wir auch Neodymacetat (V) un 
Praseodymacetat (VI) untersucht. Die Angaben zu V und VI sin 
nur als vorlaufige zu betrachten; sie beziehen sich auf das Ge- 
samtmolekiil (nicht auf Nd- bzw. Pr-lon) mit etwa 20°/, Krystall- 
wassergehalt. Die gerinnungshemmende Wirkung von Guanosin (VII 
welches wir Herrn H. Bredereck verdanken, war unseres Wissens 
bisher noch unbekannt; bei h-Guanylsiure hat schon _friiher 
I. Bang'*) eine schwache Wirkung festgestellt. 

Die Rohprodukte aus Agar-Agar (VIII) und aus Carrageen (IX 
gewannen wir, indem wir jeweils 5g der Droge mit 200 ccu 
Wasser und einem Konservierungsmittel (Toluol, Nipasol, Nipagin 
oder Trikresol) unter gelegentlichem Umschiitteln bei Zimmer- 
temperatur (etwa 20°) stehen lieben, am 3. oder 4. Tag die etwas 
zihtliissige Lésung durch Absaugen oder Zentrifugieren vom Un- 
gelésten trennten und im Vakuum bei maximal 40° zur Trockne 
eindampften. Die Lésungen aus Carrageen enthalten 1—1,1° 


| 
A 


®*) Den Firmen Schering-Kahlbaum A.-G.-Berlin, Dr. Theodor Schuchard! 
GmbH.-Gérlitz, Dr. G. Griibler & Co.- Leipzig, Hoffmann-La Roche A.-G. 
Berlin und der Auergesellschaft-Berlin sind wir fiir Uberlassung der not: 
wendigen Substanzen zu Dank verpflichtet. AuBerdem wurde Heparin 
Promonta untersucht. 

1) V. Demole u. M. Reinert, Arch. f. exper. Path. 158, 211 (1930 

11) Biochem. Z. 284, 111; 288, 271 (1936). 

') Diese Z. 32, 201 (1901). 
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Trockensubstanz (nach Abzug des Konservierungsmittels); die Aus- 

heute an wirksamer Substanz ist also 40—44°/,. Wird erst am 
'5,'lage oder spater aufgearbeitet, so ist meist die Wirksamkeit 

der Ausziige erheblich geringer, ebenso verlieren die Ausziige der 

' ersten Tage trotz der zugesetzten Konservierungsmittel schnell 

an Wirksamkeit. Die zur Trockne eingedampfte Substanz ist nach 

‘den bisherigen Erfahrungen haltbar. Die gerinnungsherimende 

| Wirkung verringert sich beim Erhitzen der wiibrigen Loésung. 

f amit dirfte auch die bedeutend kleinere Grenzwirksamkeit des 

| Rohprodukts aus Agar zu erkliren sein, denn beim Darstellen 

| dieser Droge werden die als Ausgangsmaterial dienenden Rotalgen 

| mehrfach mit Wasser ausgekocht. Die zu IX in der Tabelle 

sind E genannte Grenzwirksamkeit der Substanz aus Carrageen ist als 
'V jst  Mindestwert zu betrachten, der immer erreicht werden kann. Wir 


quoi erhielten auch Rohausziige mit erheblich gréBerer Wirksamkeit, 


1 Ap. BE tiese Versuche sind aber nicht jederzeit reproduzierbs: "is ist 
Wir. — Jedenfalls bemerkenswert, daB die oftizinelle Droge _wu..ageen 
und @@ belnahe zur Halfte aus einer Substanz besteht, die manchem 
sind (& Heparinpraparat des.Handels in der gerinnungshemmenden Wir- 

. (je. ME kung iiberlegen ist. Uber die physiologische Wirkung in vivo 

stall. @@ Soll demnichst an anderer Stelle berichtet werden. Wir sind 


(VI}, & iberzeugt, daB die Wirksamkeit des Rohpraparates aus Carrageen 
sowie des Natriumsalzes von Hassid noch erheblich durch Reini- 


SSNS 
rijher [Ee gung bzw. durch Vermeidung von erhéhter Temperatur bei der 
Darstellung gesteigert werden kann. 

(IX : : , 
: | Anmerkung bei der Korrektur. Erst nach Absendung vorstehender 
cc Mitteilung ersahen wir, daB E. Chargaff, F. W. Bancroft u. M. Stanley- 
pagil 7% Brown, J. of Biol. Chem. 115, 155 (1936), ebenfalls eine gerinnungshemmende 
:mer- | Virkung bei dem Natriumsalz des Galaktanschwefelsiureesters von Hassid 
ions _ mit einer anderen Methode festgestellt haben. Wir bedauern, daB wir diese 
| U _ & Arbeit im Vorstehenden nicht mehr beriicksichtigen konnten. 
. Un- 
yckne 

| ° 
hardt 
A .-G. 
r not: 
pariD 
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Eine neue Methode zur colorimetrischen Bestimmung 


der Methylenblau-entfarbung durch dehydrierende Enzyme, 


‘ Von 
Hans Joachim Pistor. 


Mit 9 Figuren im Text. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinche: 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1937.) 


Es wurde eine alleemein anwendbare Methode ausgearbeitet, 
S © 


um die enzymatische Methylenblau-entfirbung durch Bakterien- 


und Hefesuspensionen colorimetrisch zu verfolgen. Diese Methode 


hat gegeniiber den friiher von Thunberg und auch Bertho’ 
beschriebenen den Vorteil, dai man die Abnahme der Farbinten- 
sitiit des Methylenblaus in jedem Farbstadium bis zur voll- 
kommenen Entfarbung messend verfolgen kann, wihrend man in 
der von Bertho beschriebenen Methode nur den Endpunkt der 
Entfarbung erfaBt. Da die Mb.-entfirbung durch Enzyme oft 
gegen Ende ziemlich langsam vonstatten geht, so ist die Fest- 
stellung des endgiiltigen Entfirbungspunktes ziemlich schwer. 
Gegeniiber der von O. B. Claren?) beschrieberen colorimetrische: 
Methode mit einem Duboscq-Colorimeter besteht der Vorteil 
daB 1. in der neuen Vorrichtung durch Vorschaltung eines ge- 
eigneten Farbfilters die beiden zu vergleichenden Farbténe en- 
ander sehr 4hnlich gestaltet werden kénnen, deshalb ist es aucl 
leicht, genau auf die gleiche Intensitit einzustellen; 2. dab der 
infolge des Schiittelns auftretende Schaum nicht in das Blickte!d 
gelangt und so keine Stérungen hervorgerufen werden kénneu. 
Uber diese beiden Punkte wird noch spiiter die Rede sein. 
Die Versuche wurden im AnschluB8 an die Arbeiten iiber 
Acetobacter peroxydans ausgefiihrt*). Deshalb wurden die im 
experimentellen Teil auch zur Kontrolle des Apparates angegebenel 


1) Liebigs Ann. 474, 1—64 (1929). 
*) Liebigs Ann. 509, 182—200 (1934). 
*) Liebigs Ann. 522, 116 (1936). 
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Versuche gréBtenteils mit Suspensionen von Acetobacter per- 

oxydans ausgefiihrt. Uber die Ergebnisse dieser Versuche wird 

in experimentellen Teil berichtet werden. 

| Als Mefapparat diente das von Zeiss, Jena, hergestellte 
8 | Pulfrich-Stufenphotometer, bei dem die Lichtschwichung durch 
2ymé. @ Bleuden erreicht wird und bei welchem die Mdglichkeit gegeben 

ist, mit Lichtfiltern zu arbeiteri. Die zwei speziell fiir diese 


20-4 


| - I 
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e oll ® eo 
Fest. & Vergleichsréhre Entfirdungsréhre 
hwer. padi 
achen Meimethode angefertigten Kiivetten sind aus der Fig. 1 ersichtlich. 
rte. MH Die eine (Entfarbungsréhre) lehnt sich im Prinzip an die von 
Se & Bertho konstruierte Thunbergréhre an. 
fox im unteren Teil der Réhren sind im Unterschied zu der 
¥e Bertho-Entfarbungsréhre zwei konische Glasschliffe eingeschliffen, 
ne welche innen durch planparallele Platten begrenzt sind. Der 
mw BE Abstand dieser Platten betrug sowohl fiir die Entfirbungsréhre 
pane" F als auch die Vergleichsrdhre 2,85 mm. 
sii Durch Auswechseln der konischen Schliffe ist die Méglichkeit 
e in Meoer ed, je nach der Farbintensitat des zu colorimetrierenden 
cal Farbstoffs den Abstand der Schliffe zu veriindern; also liBt sich 


Methylenblau auch durch andere Farbstoffe anderer Farbinten- 
sititen ersetzen. Bei der auBerordentlich groBen Farbintensitit 
des Mb. war es notwendig, diesen Abstand ziemlich klein zu 
Wahlen. Wie oben erwahnt, stért das Schiumen der Lésungen 





950 Hans Joachim Pistor, 


bei dieser Anordnung nicht, weil der Schaum sich an der O)vr. 
flache befindet und nicht in das Blickfeld gelangen kaun. 


Die beiden Réhren wurden, wie aus Fig. 2 ersichtlich, auf 


ein ausgeschnitztes Schiittelbrett in schriger Lage aufgeschrauht 











1, Antrieb vom Motor. 2. Photometerlampe. 3. Thermostatenwasserzufiihrungsschliuche 
4. Vergleichsréhre. 5. Entfirbungsréhre. 6. Arretierung des Schiittelbretts. 7. Schiittel 
brett. 8. Photometertrommeln. 9. Trommel zum.Einsetzen der Farbfilter. 


Fig. 3 


und zwar so, daB die Fenster der beiden Réhren genau im Abstané 
den beiden Offnungen des Photometers entsprachen. Das Schiittel- 


brett befindet sich zwischen der von Zeiss hergestellten Photo- 7 


meterlampe und dem Photometer und kann mit Hilfe eines Motor: 
schnell geschiittelt werden (Schwingungszahl = 200 pro Minute! 
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Zur Messung wird das Brett, nachdem der Motor angehalten ist, 

so fixiert, daB Lampenéffnungen, Réhrenfenster und Photometer- 

| offnungen optisch sich in 2iner Linie befinden. Zum Verstiindnis 
der gesamten Anordnung vgl. Fig. 3. 


Die Messung erfolgt durch Verdrehen der zu der Vergleichs- 
-yihre (links, enthilt Suspension allein) gehérigen Photom-ter- 
'trommel, welche die Blende bedient. Die Photometertromiiel 
Frechts (zur Entfirbungsréhre gehérig, welche Suspension + 
 Methylenblau + Substrat enthilt) bleibt immer auf dem Wert 100, 
| welchem volle Blendenéffnung entspricht, stehen. In dem Mabe, 
| in welchem sich die Réhre rechts entfairbt, wird die Photometer- 
| trommel links von sehr kleinen Werten bis zu sehr groBen auf- 
'cedreht, bis bei Entfirbung der Entfarbungsréhre der Wert 100 
'erreicht ist, welches einer vollkommenen Mb.-Entfirbung in der 
' Entfiirbungsréhre entspricht. 


Diese Art des colorimetrischen Vergleichs einer farblosen 
_und einer gefarbten Lésung wird erst durch die Anwendung von 
| Farbfiltern erméglicht. Alle Messungen wurden mit dem von 
Zeiss hergestellten duukelgriinen Filter S53 ausgefiihrt. Dieses 
| Filter erwies sich fiir unsere Zwecke allen anderen von Zeiss ge- 
_lieferten Filtern itiberlegen. Bei Anwendung des Filters S53 war, 
im Photometer betrachtet, der Farbton der Entfairbungs- wie der 

Vergleichsréhre gleichmiBig griin, und eine Kinstellung auf Inten- 
sitiitsgleichheit bereitete dem Auge keine Schwierigkeit. 


Die Eichung erfolgte so, daB die Trommelwerte fiir ver- 
schiedene Mengen von Methylenblau, welche bekannt waren, er- 
mittelt und in einer EKichkurve aufgetragen wurden. Die Kichung 
erfolgte unter gleichen Bedingungen wie der Versuch, d.h. mit 
Bakteriensuspension vom bekannten Trockengewicht, deren Enzym- 
titigkeit durch n/20-H,SO, unterbunden war. Das Gesamtvolumen 
in beiden Réhren war jeweils 15 ccm. 


ich. Um die Versuchsbedingungen in den einzelnen Versuchen 
om" Bo néglichst konstant zu halten, muBte auch immer gleichviel Bakterien- 
material eingesetzt werden. Dies wurde dadurch erreicht, dab die 
_—— jeweils am Tage frisch geernteten Bakterien mit Hilfe eines 
stand Nephelometers (Zeiss, Jena) auf das gleiche Trockengewicht ein- 
iittel J gestellt wurden. Diese Methode der Trockengewichtsbestimmung 
hoto- F ervies sich wegen der Schnelligkeit, mit welcher sie sich ausfithren 
lotors B lift, und ihrer Genauigkeit als sehr vorteilhaft. 


| ’ 
nute, lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVI. 18 
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in gepuffertem Medium angestellt (vgl. auch Versuche nur mit 
Puffer ohne KCN im niachsten Absatz). 


50, T T T , + t 





> 
) 
T 





Ly 
rem 
i 


Yro0o "Yao! M Blau ~ ———_——» 
& 
1 


N 
W 
T 


—_————> 
N 
8 
T 














75+ 
70+ . 4 
>) oAne 
- ; ACN 
15 I 1 1 1 1 ° 
s 70 1S 20 25 30 


——» Minulen —————+ 


Fig. 5. 


Da eine KCN-Lésung m/150 ungefidhr ein py = 9 besitzt, wurden die 
in der angegebenen Figur angestellten Versuche alle mit Boratpuffer m/25, 
Pu = 9, gepuffert. 

15 mg Bakterien Trockengewicht pro Charge. Gesamtvolumen 15 cem. 
Alkoholkonzentration m/15. 7' = 30°. 

Puffer-, KCN-, Alkohol- und Mb.-Lésung wurde erst zugegeben, nach- 
dem durch die Réhre 12 Minuten lang reinster Stickstoff durchgeleitet 
worden war. 


Man sieht deutlich, daB unter diesen Bedingungen !/,,, m-KCN 
schon eine betrichtliche Hemmung der Reaktion hervorruft. Also 
ist der oben erwihnte Effekt der Beschleunigung durch KCN allein 
auf die Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentrationen in das 
alkalische Medium zuriickzufiihren. 


Die eben erwihnten Versuche wurden auch in Thunbergréhren nach 
Bertho mit denselben Resultaten wiederholt. 
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Versuche mit Puffer allein. Das p,, spielt also bei der 
Methylenblau-entfarbung durch Acetobacter peroxydans eine 
wichtige Rolle, wie durch folgende Versuche bestitigt wurde. Die 
Geschwindigkeit der Entfairbung steigt, je alkalischer das Medium 
wird. Auch mit Boratpuffer m/25, p, = 10, war noch keine 
Hemmung zu beobachten, sondern sogar eine geringe Beschleuni- 
gung gegeniiber p, = 9. 

Eigenartig ist die immer beobachtete geringe Beschleunigung gegeniiber 
dem Ansatz ohne Puffer, welche durch Phosphatpuffer p,, = 7 hervor- 
gerufen wird. 

Versuche py = 6 und 7 wurden mit Phosphatpuffer m/25, pu = 8, 9, 


10 mit Boratpuffer m/25 ausgefiihrt (Als Kontrolle vergewisserten wir uns, 
daB die Beschleunigung durch Phosphatpuffer py = 8 ungefahr gleich ist 
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der durch Boratpuffer py = 8). 11 mg Bakterientrockengewicht pro Charge. 
Alkoholkonzentration m/15. Pufferkonzentration m/25. Alkohol, Methylen- 
blau und Puffer wurden erst zugegeben, nachdem durch die Entfirbungsréhre 
12 Minuten lang reinster Stickstoff durchgeleitet worden war. 7 = 30°. 


Auch diese Versuche wurden in Thunbergréhren nach Bertho mit 
denselben Ergebnissen bestitigt. 
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Weiterhin wurde als Kontrolle gezeigt, daB 


1. Abgekochte Bakteriensuspensionen mit Alkohol im alkalischen 
Medium nicht in der Lage sind Methylenblau aufzuhellen. 


2. Intakte Bakteriensuspensionen ohne Alkohol als Substrat, weder 
mit Phosphat- noch mit Boratpuffer m/25 pq = 8 Methylenblau auch nur 
spurenweise aufhellen. 

8. Die Eigenentfirbung durch die von uns angewandten Suspensionen 
von Acetobacter peroxydans ist praktisch gleich Null. 


Methylenblau und Wasserstoff. 


Die Verhiltnisse, welche hier vorliegen, wurden schon friiher 
kurz erwahnt*); mit Hilfe der colorimetrischen Methode wurden 
sie einer genaueren Untersuchung unterworfen. 

Man ersieht aus der Fig. 7, daB ohne Pufferzusatz die 
Entfirbungszeiten H, + Methylenblau (II) wesentlich kiirzer sind, 
als die von Methylenblau 
mit Alkohol unter reinstem 
i\ Stickstoff (1). 

* i 4 Bakterientrockengewicht 

11 mg pro Charge. 

Zul. Alkoholkonzentration 
m/15, Gesamtvolumen 15 ccm, 
reinster Stickstoff wihrend 10 Mi- 
‘ d nuten durch die Entfirbungs- 
roéhre geleitet. 

Zu Il. Ohne Alkohol, Ge- 
J samtvolumen 15 ccm, Wasser- 
stoff wurde wihrend 10 Minuten 
durch die Entfirbungsréhre ge- 
leitet. 


Aus den Kurven II, IV 
und V ist zu ersehen, dab 
auch bei dem System Wasser- 
stoff-Methylenblau die Ent- 
firbungszeit stark puffer- 
| abhingig ist. Mit steigen- 
dem p,, verkiirzen sich die 
Entfairbungszeiten. 


Die Lésung war mit Phos- 
neg a phatpuffer m/25 pH = 6 (III), 

Po = 7 (IV) und Boratpuffer 
Pu = 8 m/25 (V) gepuffert.’ Auch 
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hier ist wieder die Beschleunigung durch Phosphatpuffer py = 6 und 7 zu 
beobachten. 

Versuche mit Hefe. Um die Verwendungsméglichkeit der 
Apparatur fiir Hefe zu zeigen, wurden. einige Versuche iiber die 
Methylenblau-entfairbung mit Alkohol und Hefesuspensionen an- 
gestellt; diese bestiitigten die von O.B.Claren?) friiher mit einem 
Duboscq-Colorimeter angestellten Versuche. 

Die Schwierigkeit bei Verwendung von Hefesuspensionen be- 
stand darin, da8 dieselben beim Stehen sehr schnell sedimentieren 
und hierdurch bei der Messung, welche bei Bakteriensuspensionen 
bei stillstehendem Schiittelbrett vorgenommen wurde, verschwommene 
Werte liefern. Diese Schwierigkeit wurde dadurch umgangen, dab 
sowohl die Eichung, als auch die eigentlichen Ablesungen waihrend 
des Schiittelns gemacht wurden. Die Genauigkeit der so erhaltenen 
Werte ist groB genug, um gut reproduzierbare Werte zu erhalten. 

Aus den Versuchen sei einer herausgegriffen, welcher aus 
Fig. 8 ersichtlich ist: 
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Zur Verwendung gelangte 20 Stunden lang verarmte Léwenbriuhefe 
vom Trockengewicht 45mg pro Charge. Die Lésung war an Alkohol m/20, 
es wurden 2,5 cem Methylenblau m/400 eingesetzt. Reinster Stickstoff wurde 
wihrend 20 Minuten durch die Réhre geleitet. Gesamtvolumen in der Ent- 


firbungsréhre 10 cem. 
Kurve I. (einmal den gleichen Ansatz wiederholt) zeigt die Selbst- 


entfirbung. 

Kurve II. (einmal den gleichen Ansatz wiederholt) zeigt die Entfirbung 
mit Alkohol. 

In mehreren verschiedenen Versuchen zeigte sich, daB die 
Selbstentfarbung der Hefe je nach dem Stamm sehr stark variiert, 
stets aber war die Entfarbung mit Alkohol gréBer als die Selbst- 


entfairbung. 
1) H. Wieland u. 0. B. Claren, Liebigs Ann. 509, 182—200 (1934). 
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Zur Kenntnis der Gallensi&uren. 
51. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1937). 








Zur Konstitution der Verbindung C,,H,,N,O,, (Biliansdurereihe). 


Die von Biliansiure sich ableitende vierbasische Siaure 
C,,H,,N,O,, entsteht aus Bilianséure-oximlactam, C,,H,,N,0, 
unter der mehrtigigen Einwirkung von Salpetersiure von Raum- 
temperatur. Dabei bildet sich zunachst die blaue Nitrosover- 
bindung C,,H,,N,O,, die auch nach ihrer Isolierung durch Salpeter- 
siure in den Kérper C,,H,,N,0O,, itibergefiihrt werden kann. Derselbe 
Korper kann auch aus der Oximinolactamhydroxamsiure C,,H,,N,0, 
mit Salpetersiure erhalten werden. Dabei tritt auch hier die 
Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, als Zwischenprodukt auf. Der Ni- 
trosokérper ist aber nicht die unmittelbare Vorstufe der vier- 
basischen Saure, geht vielmehr héchstwahrscheinlich zuerst in die 
Ketolactamtricarbonsaéure C,,H,,NO, (I) tiber [vgl. das Verhalten 
des Isobiliansiure-oximlactams gegen Salpetersiiure’)], denn auch 
diese Saéure liefert beim Behandeln mit Salpetersiure die Ver- 
bindung C,,H,,N,O,,. SchlieBlich entsteht die letztgenannte Ver- 


bindung auch aus der Ketolactamhydroxamsiiure C,,H,,N,O,, in 


diesem Falle bildet sich zunaichst durch Zersetzung der Hydroxam- } 


siuregruppe die Ketolactamtricarbonsiure I). 

Wahrend nun die empirische Formel der vierbasischen 
Saure (C,,H,,N,O,, oder C,,H,,.N,O,,), sowie die Anzahl der sauren 
Aquivalente von Anfang an festgestellt waren, herrschte iiber die 
Rolle der beiden Stickstoffatome niemals véllige Klarheit. Zunichst 
nahm man an, daf die Verbindung C,,H,,N,0,, eine Nitro-oxy- 
lactam-tricarbonsiure (mit Briickenbindung) darstellen sollte. Die 





1) Diese Z. 194, 39 (1931). 2) Diese Z. 239, 135 (1936). 
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damals aufgestellte Formel') wiirde, auf die neue Biliansdure- 
formel*) umgeschrieben, das Struktursymbol II ergeben. Spiter 
wurde dann festgestellt, daB die vierbasische Siure im van Slyke- 
schen Apparat Stickstoff entwickelt, sowie daB sie beim Kochen 
mit Salzsiure Ammoniak abspaltet. Dementsprechend sind fiir 
die vierbasische Séiure nacheinander verschiedene Strukturformeln 
aufgestellt worden*), Zuletzt galt das Symbol III als das wahr- 
scheinlichste*). Zu diesem Strukturbild ist zu bemerken, daB die 
in der Formel angenommene Stellung der Gruppen: NH und CO 
im Lactamring nicht sicher ist, wenn sich auch ein Wabhrscheinlich- 
keitsargument dafiir anfiihren la8t, sowie daB die beiden aus 


| Ring B hervorgegangenen Gruppen: —CO-NH, und —COOH 


unter Umstinden die Platze hatten tauschen miissen. 

Vor einiger Zeit ist nun auch die Muttersubstanz der Keto- 
lactamtricarbonsiure, die Biliansaéure, C,,H,,0O, (Formel wie I, nur 
an Stelle des Lactamrings der Ketoring C, wie in IV) mit Salpeter- 
siure von Raumtemperatur gepriift worden. Man erhielt ein stick- 
stoffhaltiges Produkt von der Zusammensetzung C,,H,,NO,, (bzw. 
C,,H,,NO,,), das sich angenihert vierbasisch titrieren lieb, im 
van Slykeschen Versuch Stickstoff entwickelte und beim Kochen 
mit Salzsiure Ammoniak abspaltete. DemgemifS nahm man fir 


das Produkt eine dem Symbol III analoge Formel (IV) an. Fiir 


| die Stellung der beiden aus Ring B hervorgegangenen Gruppen 


galt auch hier das oben Bemerkte. Die weitere Untersuchung 
der Verbindung C,,H,,NO,, (C,,H,,NO,,) hat aber ergeben, dab 
die Strukturformel IV nicht zutreffen kann, die Verbindung lieB 
sich nimlich durch heifBe alkalische Permanganatlésung in Cilian- 
siure, C,,H,,0,, (V) tiberfiihren; sie gab ferner mit Zinkstaub 
und Ammoniak ein Reduktionsprodukt, C,,H,,NO,, in welchem 
sehr wahrscheinlich ein a-Aminoketon vorliegt, denn das Produkt 
lieB sich ebenfalls durch heiBe alkalische Permanganatliésung in 
Ciliansiure (V) iiberfiihren und reduzierte Fehlingsche Lésung 
bereits in der Kalte. Es sei hier noch nachgetragen, daB bei 
dieser Reaktion mit Fehlingscher Lésung allem Anschein nach 
auch Ciliansiure entsteht (nach der charakteristischen Krystallform 
zu urteilen). Fir die aus Biliansiure unter der Kinwirkung der 
Salpetersiure hervorgehende Verbindung ist deshalb die Struktur- 


1) Diese Z. 176, 191 (1928). 

*) Vgl. H. Wieland u. M.A. Kennelly, Diese Z. 219, 138 (1933). 
8) Diese Z. 181, 186 (1929); 189, 90 (1980); 205, 79 (1932); 217, 71 (1988). 
*) Diese Z. 237, 106 (1935). 
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formel VI aufgestellt worden. An Stelle der Isonitroketogruppie- 
rung —C(:NO,H)—CO— kann sich aber auch eine umgelagerte 
Gruppierung: —CH(NO,)—CO— oder, was vielleicht am wahr- 
scheinlichsten ist, —C(NO,)==C(OH)— vorfinden). Wie die Stick. 
stoffentwicklung im van Slykeschen Versuch und die Ammoniak- 
abspaltung beim Kochen mit Salzsiure zu erkliren sind, ist in 
der letzten Mitteilung*) erértert worden. — Ebenda wurde auch 
bereits die Frage aufgeworfen, ob nicht auch die aus der Keto- 
lactamtricarbonsiure I und verwandten Stoffen (vgl. oben) sich 
bildende vierbasische Siure C,,H,,N,O,, eine Isonitroketover- 
bindung (bzw. ein Tautomeres einer solchen) darstellt, zumal da 
diese. Siure bei einem friiher ausgefiihrten Reduktionsversuch 
ein — nicht isoliertes — Produkt lieferte, in welchem eine «-Iso- 


nitrosoketo- oder eine «-Aminoketoverbindung vorliegen konnte.. 


Kine Wiederholung des Reduktionsversuches (mit Zinkstaub und 
Ammoniak) hat auch jetzt noch nicht zu einem brauchbaren Produkt 
gefiihrt. Vorerst sind deshalb Oxydationsversuche, die aussichts- 
reicher erschienen, angestellt worden. Die vierbasische Saure 
C,,H,,N,0,, wurde mit alkalischer Permanganatlisung oxydiert, 
und zwar bei gewodhnlicher Temperatur, um eine’ Aufspaltung des 
Lactamringes in der heiBen Liésung und damit ein Komplizierung 
der Reaktion zu verhindern. Zur Vermeidung von Komplikationen 
wurde auch die Menge des Permanganats so bemessen, daB sie 
nur wenig gréBer war, als der Abgabe von 2 Atomen Sauerstoff 
entspricht. Man erhielt ein farbloses Oxydationsprodukt, das zwar 
nicht zum Krystallisieren zu bringen war, im iibrigen aber gute 
Beschaffenheit aufwies, bei der Analyse der Zusammensetzung 
C,,H,,NO,, entsprach und sich vierbasisch titrieren lieB. Das 
Produkt war anscheinend rein, zum mindesten diirfte es in der 
Hauptsache aus der vierbasischen Saure C,,H,,NO,, bestanden 
haben. Derselbe Stoff wurde unter den gleichen Bedingungen 
auch aus der Ketolactamtricarbonsiure I erhalten. Zum Vergleich 
wurden auch die aus Biliansiure durch Einwirkung von Salpeter- 
sdure entstehende Siure C,,H,,NO,, (VI), sowie Biliansiure selbst 
unter denselben Bedingungen mit alkalischer Permanganatlisung 
behandelt: in beiden Fallen resultierte, wie zu erwarten, Cilian- 
siure. Das Oxydationsprodukt C,,H,,NO,, diirfte deshalb eine 
der Ciliansiure analoge Struktur besitzen und durch die Formel VII 
wiederzugeben sein. Eine Verbindung von der Formel VII kann 





1) Diese Z. 244, 247 (1936). 2) Diese Z. 244, 248 (1936). 
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aber nicht aus der vierbasischen Siure der Formel III hervor- 
gehen, es erhilt somit die Anschauung, da8 die vierbasische 
Siure C,,H,,N,O,, ein Isonitroketon oder Nitroketon oder Nitro- 
enol darstellt, eine starke Stiitze (Formel VIII). Die Bildung 
von VII aus VIII bzw. I wird so erfolgen, daB sich zunachst im 
Ketoring B die Gruppierung eines «-Diketons bildet und daB 
dieses @-Diketon dann unter Aufnahme eines Molekiils Wasser 
eine Benzilsiureumlagerung erfaihrt [vgl. die Bildung der Cilian- 
siure nach W. Borsche und R. Frank?)]. Die neue Forme! (VIII) 
fiir die vierbasische Saure C,,H,,N,O,, zeigt Ahnlichkeit mit dem 
urspriinglich von M. Schenck und H. Kirchhof angenommenen 
Strukturbild IT, nur befinden sich in VIII Nitro- und Hydroxyl- 
gruppe an anderen Kohlenstoffatomen und enthilt Formel VII 
eine Doppelbindung statt der Briickenbindung. 


Vergleicht man die Formeln der beiden vierbasischen Siuren 
C,4H,,NO,, (V1) und C,,H,.N,O,, (VIII) mit denen ihrer Mutter- 
substanzen C,,H,,O, (Biliansiure) und C,,H,.NO, (Ketolactam- 
tricarbonsdure I), so scheinen beide Reaktionen auf eine einfache 
Nitrierung hinauszulaufen. In Wirklichkeit diirfte aber, wie friiher 
auseinandergesetzt wurde, bei beiden Reaktionen zuerst salpetrige 
Siiure, die von vornherein in der Salpetersiure enthalten ist oder 
auch beim Stehen der Liésung erst sich bildet, wirksam sein, wo- 
durch in erster Phase «-Isonitrosoketone entstehen, die dann weiter 
unter Sauerstoffaufnahme in die entsprechenden vierbasischen 
Siuren umgewandelt werden. Jedenfalls lassen sich beide Reak- 
tionen durch die Gegenwart einer kleinen, aber geniigenden Menge 
von Harnstoff verhindern. Gelegentlich eines Vortrages machte 
mich Herr Prof. G. Reddelien darauf aufmerksam, da8 zur Be- 
seitigung von salpetriger Sdure ein viel besseres Mittel als Harn- 
stoff Amidosulfonsdure sei. Es sind deshalb die friiher beschriebenen 
Harnstoffversuche?) kontrolliert worden, indem an Stelle von 
Harnstoff Amidosulfonsiure verwendet wurde. Fiir freundliche 
Uberlassung eines Quantums reiner Amidosulfonsiure michte ich 
an dieser Stelle Herrn Prof. Reddelien (I. G. Farbenfabrik Wolfen) 
meinen verbindlichsten Dank aussprechen. Die Versuche zeitigten 
das gleiche Ergebnis wie die Harnstoffversuche, nur wurde im 
Vergleich zu diesen in beiden Fallen das unverinderte Ausgangs- 
material in etwas gréBerer Menge und in ganz reiner Form zuriick- 





1) Ber. chem. Ges. 60, 723 (1927). 
2) Diese Z. 242, 86 (1936); 239, 141, Versuch 5 (1936). 
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erhalten, so daB sich die Verwendung von Amidosulfonsiure an 


Martin Schenck, 


Stelle von Harnstoff als vorteilhaft erwiesen hat. 
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Beschreibung der Versuche. 


1, Oxydation der Saure C,,H,,N,0,, mit Permanganat. Die Siure 
C,,Hs,N.0,. war aus Biliansiiure-oximlactam nach den friither gemachten 
Angaben mit 57 °/,iger Salpetersiiure hergestellt worden'). 0,5 g der Ver- 
bindung C,,H,,N,0,. léste man in 5cem 10°/,iger Natronlauge und gab 
eine Lésung von 0,25 g Kaliumpermanganat in 5 cem Wasser, unter Nach- 
spiilen mit 5 cem Wasser, hinzu. Das Gemisch stand im ganzen 6 Tage 
und entfirbte sich in dieser Zeit allmihlich. Dann wurde vom Mangan- 
schlamm abgesaugt und das Filtrat durch vorsichtigen Zusatz von Salz- 
siure gefallt. Beim Ansiuern machte sich ein deutlicher Geruch nach 
Stickoxyden bemerkbar. Die erzeugte Fillung war farblos und zuniichst 
weich bzw. ziéh, wurde aber beim 24 stiindigen Stehen hart und spréde, so 
daB sie sich mit dem Glasstab zerkleinern lieB. Nach Absaugen und 
Waschen mit Wasser trocknete man das Material zuniichst im Schwefel- 
siure-Exsiccator, dann wurde es fein zerrieben und iiber Phosphorpentoxyd 
weiter getrocknet. Ausbeute 0,18 g. Fiir die Analysen geschah das Trocknen 
im Vakuum iiber P,O, teils bei gewéhnlicher Temperatur, teils bei 100°. 
Unterschiede in den Resultaten je nach Trocknungstemperatur waren nicht 
zu verzeichnen. Die Mikroanalysen verdanke ich dem Physiologisch- 
chemischen Institut Leipzig. Fiir die Titration wurde das Material in 
10 cem 96 °/,igem Alkohol gelést; Phenolphthalein. 


4,110, 4,585, 4,195 mg Subst.: 8,705, 9,710, 8,880 mg CO,, 2,650, 2,950, 
2,640 mg H,O, — 0,1461, 0,1596 g Subst.: 3,5 (12,5°, 744,8 mm), 3,8 (14,5°, 
757,2 mm) ccm N. — 0,1264 g Subst.: 10,06 ccm n/10-NaOH. 

C,,H,,;NO,, (vierbasisch) 
Ber. C 57,92 H 7,09 N 2,82 CO,H 36,20 
Gef. ,, 57,78, 57,78, 57,75 ,, 7,22, 7,20, 7,04 ,, 2,81, 2,82  ,, 35,83. 


Der Kérper sintert bei etwa 180° und zersetzt sich von ungefihr 195° 


| ab unter langsamem Aufschiumen. Krystallisationsversuche waren, wie 


bereits erwihnt, bisher ohne Erfolg. 


2. Oxydation der Ketolactamtricarbonsaure I mit Permanganat. 
Die fiir die Versuche benutzte Verbindung I war nach der friiher an- 
gegebenen Vorschrift*) gereinigt worden und lag in Gestalt der ,,kleinen 
Krystalle“ vor. 0,5 g dieses Priiparates wurden mit 0,25 g Kaliumpermanganat 
unter den gleichen Bedingungen, wie unter 1. beschrieben, oxydiert. Die 
Entfirbung erfolgte hier wesentlich schneller (bereits im Verlauf des ersten 
Tages), nach 2 Tagen wurde die weitere Verarbeitung vorgenommen. Beim 
Ansiiuern war ein Geruch nach Stickoxyden nicht wahrzunehmen, es ist 
dies verstindlich, da ja die Ketolactamtricarbonsiure im Gegensatz zur 
Siure C,,H,,N,0,, eine oxydable Stickstoffgruppe nicht enthilt (der Stick- 
stoff des Lactamringes wird unter den milden Bedingungen der Oxydation 
nicht angegriffen). Im iibrigen war das Verhalten des Niederschlages das 
gleiche, wie oben bei Versuch 1. angegeben. Ausbeute 0,1—0,2 g. Der 
unscharfe Zersetzungspunkt entsprach dem des unter 1. beschriebenen 
Oxydationsproduktes. Fiir die Analyse Trocknen wie oben, Titration ebenso. 





) Diese Z. 181, 198 (1929). 2) Diese Z. 237, 110 (1935). 
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3,876, 4,447, 4,302 mg Subst.: 8, 200, 9,440, 9,120 mg CO,, 2,500, 2 870, 
2,730 mg H,0. — 5,410, 4,590 mg Subst.: 0, 182 (21°, 766 mm), 0,112 (21°, 
766 mm) ecem N. — 0,1502 g Subst.: 11,90 ccm n/10-NaOH. 


C,,H;,NO,, (vierbasisch) 
Ber. C 57,92 H 7,09 N 2,82 CO,H 36,20 
Gef, ,, 57,72, 57,91, 57,83 ,, 7,22, 7,22, 7,10° ,, 2,86, 2,86 ,, 85,66. 


3. Oxydation der Saure C,,H,,NO,, (VI) mit Permanganat. Die 
Oxydation der Verbindung VI mit heiBer alkalischer Permanganatlésung 
(auf 0,5 g Substanz 0,5 g KMn0O,) ist bereits in der 50. Mitteilung beschrieben 
worden 1), Zum Vergleich mit den Versuchen 1 und 2 wurde die Siure 
C,,Hs,NO,, jetzt auch bei gew6hnlicher Temperatur oxydiert. 0,5 g Substanz 
brachte man mit 5 cem 10°/, iger Natronlauge zusammen, es entstand keine 
volistindig klare Lésung. Ohne Riicksicht hierauf zu nehmen, gab man 
0,25 g KMnO, in der oben geschilderten Weise hinzu und iiberlieB die 
Flissigkeit 48 Stunden lang sich selbst. Entfirbung war bereits nach einem 
Tage eingetreten, Vom Mangansuperoxyd wurde abfiltriert und das Filtrat 
mit Salzsiure angesiiuert. Dabei machte sich wieder der Geruch nach 
Stickoxyden bemerkbar (vgl. oben Versuch 1). Die durch Salzsiure gefillte, 
kleisterartige Masse wurde am nichsten Tage abgesaugt und aus Wasser 
umkrystallisiert. Es resultierten kugelige Aggregate von feinen Nadeln, 
z.T. schied sich der Stoff auch gallertig aus; die Gallerte bestand, wie 
unter dem Mikroskop zu erkennen war, aus einem dichten Filzwerk von 
haarfeinen Nadeln. Ausbeute: mindestens 0,26 g. Nach nochmaligem Um- 
krystallisieren aus Wasser lag der Zersetzungspunkt bei 241°. Fiir die 
Titration wurde das Material bei 120° getrocknet und in 10 ccm 96°, igem 
Alkohol gelést; Phenolphthalein. 


0,1888 g Subst.: 11,44 ccm n/10-NaOH. 
C,H3,019 (vierbasisch) Ber. CO,H 87,83 Gef. CO, 37,10. 
Es la, :lso Ciliansiure vor. 


4. Oxydation von Bilianséiure mit Permanganat. Nach der iiblichen, 
von Lassar-Cohn’) angegebenen, Arbeitsvorschrift fiir die Herstellung 
von Ciliansiure wird Biliansiure mit der doppelten Gewichtsmenge Kalium- 
permanganat in alkalischer Lésung gekocht, bis (in lingstens 20 Minuten) 
Entfirbung eingetreten ist, worauf die von Mangansuperoxyd erfiillte 
Flissigkeit nach dem Erkalten mit Bisulfitlésung und verdiinnter Schwefel- 
siure versetzt wird. Es wird so das Mangansuperoxyd in Lésung gebracht 
und gleichzeitig die Ciliansiure ausgefillt. Unter den gleichen Bedingungen 
1a8t sich Biliansiure nach Lassar-Cohn auch in der Kilte zu Ciliansiure 
oxydieren, der ProzeB erfordert dann aber 14 Tage Zeit. Die Umwandlung 
der Biliansiiure in Ciliansiure vollzieht sich nun nach W. Borsche und 
R. Frank’) in der Weise, daB zuniichst die Methylengruppe des Keto- 
ringes B in eine Ketogruppe tibergeht (also Verbrauch von 2 Sauerstoff- 
atomen) und das so entstandene e«-Diketon in dem alkalischen Oxydations- 
gemisch Benzilsiure-Umlagerung erleidet. Man miiBte also theoretisch mit 





1) Diese Z. 244, 251 (1936). *) Ber. chem, Ges. 32, 684 (1899). 
*) Ber. chem. Ges. 60, 726 (1927). 
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einer weit geringeren Permanganatlésung auskommen, als von Lassar- 
Cohn vorgeschrieben wird, 1g Biliansiure wiirde nimlich nur 0,468 g KMnO, 
pendtigen. DaB nach dem Lassar-Cohnschen Verfahren trotz des groBen 
Uberschusses an Permanganat die Ausbeute an Ciliansiure gut ist, hingt 
wohl damit zusammen, da8 Ciliansiiure zwar gegen Permanganat sehr be- 
stindig ist, da8 ein kleiner Teil von ihr aber dennoch weiter oxydiert 
wird und, nachdem einmal der Angriff erfolgt ist, den ganzen Permanganat- 
iiberschuB verbraucht’), — Um festzustellen, ob auch bei Verwendung 
einer kleinen Permanganatmenge Biliansiure in Ciliansiure ibergefihrt 
wird bzw. ob eine solche Uberfiihrung in ausreichendem MaBe sich vollzieht, 
wurde, in Angleichung an die im vorhergehenden beschriebenen der folgende 
Versuch ausgefiihrt. 0,5 g Biliansiure behandelte man mit 0,25 g KMnO, in 
der gleichen Weise, wie bei den Versuchen 1—3 angegeben. Schon im 
Verlauf einer Stunde trat Entfirbung ein; das Gemisch stand im ganzen 
48 Stunden. Dann wurde vom Mangansuperoxyd abgesaugt und das Filtrat 
mit Salzsiure gefillt. Die am nichsten Tage abgesaugte Fillung léste 
sich in heiBem Wasser, dem etwas Salzsiiure zugesetzt war, nicht ganz 
klar auf. Bei dem Ungeldsten handelt es sich vermutlich um eine ganz 
geringfiigige Menge von Desoxybiliansiure, die dem zum Versuch benutzten 
Biliansiurepriparat beigemischt war’). Man lieB die Fliissigkeit etwas 
erkalten und filtrierte dann vom Ungeldsten ab. Das klare Filtrat schied 
beim vollstindigen Erkalten eine wei8e krystallinische Masse ab, die noch- 
mals aus hei8em Wasser umkrystallisiert wurde. Die Krystallformen waren 
die gleichen, wie oben unter Versuch 3 beschrieben. Ausbeute an 2mal 
umkrystallisiertem Material: 0,14 g. Zersetzungspunkt: 237—239°. Fiir die 
Titration wurde der Stoff bei 120° getrocknet und in 10 cem 96°, igem 
Alkohol gelést, Phenolphthalein. 


0,1253 g Subst.: 10,22 cem n/10-NaOH. 
C.,H,,0,. (vierbasisch) Ber. CO,H 37,33 Gef. CO,H 36,71. 


Nach dem Zersetzungspunkt (reine Ciliansiure zersetzt sich bei 241—242 ° 
und nach der Titration bestand das Priparat im wesentlichen aus Cilian- 
siure. Die Mutterlauge von den 0,14 g (vgl. oben) schied beim Stehen noch 
kleine Mengen verfilzter Nadeln aus, daneben fanden sich aber auch ver- 
einzelte derbere Krystalle (lange Prismen), in denen anscheinend unverinderte 
Biliansiure vorlag. Wenn sich also auch eine Bildung der Ciliansiure 
in wesentlichem Umfange bei Anwendung der kleinen Permanganatmenge 
(1: 0,5) feststellen lieB, so wird es fir die Herstellung der Siure doch zweck- 
miBiger sein, das Permanganat in gréBerem Uberschu8 in Reaktion treten 
zu lassen, also etwa die von Lassar-Cohn angegebenen Mengenverhiltnisse 
einzuhalten. Bei dem Versuch 8, in welchem ein reineres Ciliansiurepriiparat 
gewonnen wurde, war die benutzte Permanganatmenge wohl ausreichend 
(Theorie: 1 g Subst.: 0,425 g KMnO,). Auch bei den Versuchen 1 und 2 
scheint, nach den analytischen Daten, insbesondere den C-, H- und N-Werten 
zu urteilen, die Permanganatmenge geniigend gewesen zu sein (Theorie: erster 
Versuch: 1:0,418; zweiter Versuch: 0,453). 





1) Vgl. M. Schenck, Diese Z. 87, 70 (1913). 
2) Diese Z. 87, 61 (1913). 
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5. Biliansdure und Salpetersiure + Amidosulfonsaure. 6 cem Sal. 
petersiure (D. 1,4) wurden mit 0,5 g Amidosulfonsiure, die gréBtenteils un- 
gelést blieb, kurze Zeit geschiittelt, dann gab man 0,5 g Biliansiure hinzu, 
die durch Schiitteln in Liésung gebracht wurde. Das Gemisch iiberlieB man 
3 Tage lang sich selbst, saugte dann vom Ungeldsten ab und fillte das 
Filtrat mit 90 ccm Wasser. Der Filterriickstand war in kaltem Wasser 
klar léslich, bestand also lediglich aus Amidosulfonsiure. Die durch Wasser 
erzeugte Fallung war vdéllig farblos und wurde beim Stehen in ihrer Gesamt- 
heit krystallinisch (flache Nadeln). Die Krystallisation, die mit Wasser ge- 
waschen wurde, wog nach dem Trocknen 0,39 g. Zersetzungsp. 276°. Fiir 
die Titration léste man den bei 120° getrockneten Stoff in 96°/,igem Alkohol; 
Phenolphthalein. 


0,1506 g Subst.: 10,04 ccm n/10-NaOH. 
’ C,,H,,0, (dreibasisch) Ber. CO,H 29,98 Gef. 30,01. 


Den entsprechenden Harnstoffversuch (zuriickgewonnen: 0,31 g Bilian- 
siure) vgl. 49. Mitteilung’). 


6. Ketolactamtricarbonsdure I und Salpetersaure + Amidosulfon- 
saure. Benutzt wurde ein Priparat gleicher Beschaffenheit wie im Versuch 2 
(,,kleine Krystalle“). 0,5 g dieses Priparates brachte man mit 6 ccm Salpeter- 
siure (D. 1,4), der 0,5 g Amidosulfonsiure zugesetzt worden waren, zusammen. 
Das Gemisch stand 6 Tage, dann wurde vom Ungelésten, das wieder aus 
Amidosulfonsiure bestand, abgesaugt und das Filtrat mit 90 ccm Wasser 
versetzt. Es schied sich zunichst nichts aus, erst ganz allmihlich erschienen 
in der Liésung die farblosen, vielflichigen, derben Gebilde, die als ,,kleine 
Krystalle“ bezeichnet worden sind. Nach lingerem Stehen wurden sie ab- 
gesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ihre Menge betrug 0,275 g, 
war also gréBer als beim entsprechenden Harnstoffversuch’), bei dem nur 
0,22 g (bzw. 0,27 g bei 5 tigiger Versuchsdauer) gewogen wurden, wobei 
noch zu beriicksichtigen ist, daB in diesem Versuch das Volumen der 
Gesamtfliissigkeit, aus der sich die Krystalle ausschieden, nicht etwa 96 ccm 
wie oben, sondern nur etwa 80 ccm ausmachte. Eine Stickstoffbestimmung 
(Trocknen bei 120°) ergab, daB reine Ketolactamtricarbonsiiure vorlag. 


0,1830 g Subst.: 4,7 cem N (13°, 748,2 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 38,01 Gef. 3,00. 
Fir die Reinheit des zuriickgewonnenen Produktes sprach auch die 
Beobachtung, daB es sich ohne Schwierigkeit in der friiher beschriebenen 


Weise*) in die ,,Nadelform“ iiberfiihren lieB, denn selbst geringfiigige Ver- 
unreinigungen verhindern bereits diese Uberfihrbarkeit. 





1) Diese Z. 242, 86 (1936). 2) Diese Z. 239, 141 (1936). 
8) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 192 (1928). 
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Uber den EinfluB verschiedener Vitamin A-Mengen 
auf den Vitamin B,-Bedarf. 


I, Mitteilung zum Synergismus der Vitamine. 
Von 
Arthur Scheunert und Svreenivasa Rau. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Veterinir-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23, Februar 1937.) 








In neuerer Zeit wird vielfach von einem Gesetz gesprochen, 
nach dem alle Vitamine eine funktionelle Einheit bilden und 
ihre physiologischen Wirkungen in Abhingigkeit voneinander ent- 
falten?). Allerdings wird man nach sicheren Beweisen, die ein 
solches allgemeines Gesetz begriinden, in der Literatur vergeblich 


| suchen. Es erscheint infolgedessen geboten, diese Frage experi- 


mentell mit méglichst einfacher Fragestellung und klarer Methodik 
zu prifen. Wir berichten im folgenden iiber solche Versuche, die 
sich auf die Beziehungen zwischen den Vitaminen A und B, er- 
strecken. 

Hierzu wird angegeben, da8 reichliche Vitamin B-Zufuhr die Vitamin A- 
Hypervitaminose giinstig beeinflussen soll (Chevallier, Cornil und 
Combe’)}]. Weiter hat Yonechi*) bei Untersuchungen iiber die Wechsel- 
beziehungen zwischen Fett, Vitamin A und Vitamin B beobachtet, da8 Zu- 
gabe gréBerer Mengen von Baumwollsaatél oder Lebertran den Allgemein- 
zustand der Versuchstiere verschlechterte und die Beriberisymptome ver- 
stirkte. Dagegen iibte Butter keinen EinfluB auf die Avitaminose aus. Da 
bei keiner dieser Arbeiten mit reinen Vitaminen gearbeitet worden ist und 
somit alle méglichen anderen Nahrungswirkungen eine Rolle spielen kénnen, 
sind irgendwelche sicheren Schliisse auf die Beziehungen zwischen den 
Vitaminen A und B, daraus nach unserer Ansicht nicht zu ziehen. 


Besteht eine Wechselbeziehung zwischen den Vitaminen A 
und B,, so muB diese einwandfrei darin zum Ausdruck kommen, 
daB verschieden hohe Zufuhr des einen Vitamins den Bedarf der 


1) W. Stepp, J. Kiihnau u. H. Schroeder, Die Vitamine und ihre 
klinische Anwendung, S. 82, 1936, Stuttgart, Ferdinand Enke. 

*) A. Chevallier, L. Cornil u. R. Combe, C. r. Soc. Biol. 118, 
574 (1985). 

*) 8. Yonechi, Tohoku J. erper. Med. 24, 249 (1934). 
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Versuchstiere an dem anderen Vitamin verindert. Die im folgenden 
beschriebenen Versuche beantworten die Frage: ,,Wie wirken 
sich verschieden hohe Vitamin A-Zugaben auf den Vita- 
min B,-Bedarf aus?“ | 

Methodik. 


Als Versuchstiere dienten junge wachsende Ratten, die auf vitamin-B,- 
freier Kost gehalten wurden. Diese setzte sich zusammen aus: Casein 168 g, 
Maispuderstirke 552 g, Palmin 70.g, Lebertran 80 g, Biertrockenhefe, 
5 Stunden bei 2 Atm. autoklaviert, 80 g, Salzgemisch nach Mc Collum 
und Davis 50g. Das Anfangsgewicht der Ratten betrug 55—60g. Die 
Haltung der Tiere erfolgte nach unserer Methodik in Einzelkifigen auf 
hohen weitmaschigen Drahtnetzen zur Verhiitung des Kotfressens. 


Es wurden 3 Gruppen von je 30 Ratten angesetzt, die ver- 
schiedene Vitamin A-Zulagen in Gestalt von Vogan erhielten, 
und zwar bekam Gruppe I 5 biologische Einheiten Vitamin A je 
Tier und Tag, Gruppe II 200 biologische Einheiten und Gruppe II] 
2000 biologische Einheiten. Die Verabreichung erfolgte taglich 
durch Pipettieren in den Mund. Zur Verwendung des Vogans 
mu8B bemerkt werden, daB dieses nicht véllig vitamin-D-frei ist, 
wenn es auch verhiltnismaBig wenig von diesem Vitamin enthilt. 
Bei der Staffelung der Dosen, wie angegeben, wurde also nicht 
nur die Vitamin A-Zugabe, sondern auch die Vitamin D-Zufuhr 
etwas variiert. Da aber zur Zeit ein reines Vitamin A-Priparat 
nicht erhiltlich ist, muB diese kleine Unklarheit der Versuchs- 
anordnung in Kauf genommen werden. Von Carotin an Stelle 
von Vitamin A wurde abgesehen, da auf diese Weise ein nicht 
iiberblickbarer Unsicherheitsfaktor durch die Umwandlung des 
Carotins in Vitamin A im Stoffwechsel in den Versuch eingefihrt 
worden ware. 

Die Ratten der 3 Versuchsgruppen wurden bei dieser Fiitte- 
rung so lange gehalten, bis die Vitamin B,-Mangelerscheinungen 
geniigend ausgeprigt waren, d. h. also bis die Tiere Gewichts- 
riickginge zeigten, iiber 14 Tage keine Zunahme erfolgt war und 
ihr Aussehen den Vitamin B,-Mangel anzeigte. Nunmehr wurde 
der Vitamin B,-Bedarf ermittelt. Hierzu stand uns eine Bier- 
trockenhefe zur Verfiigung, deren Vitamin B,-Gehalt vorher genau 
bestimmt worden war. 


Diese Auswertung geschieht nach der in unserem Institut entwickelten 
Methodik') derart, daB an Gruppen von je 10 Ratten, die an Vitamin B, 





1) A. Scheunert u. M. Schieblich, im Hdb. d. Lebensmittel-Chemie, 
hrsg. von A. Bimer, A. Juckenack u. J. Tillmans, Bd. II/2, 8. 1548, 
Berlin 1935, Julius Springer. 
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durch ausreichende Vorfiitterung verarmt sind, verschieden hohe Zulage- 
mengen der zu priifenden Substanz tiglich verabreicht werden. Es wird 
diejenige Dosis ermittelt, die tiber 35 Tage gegeben, gerade geniigt, um 8 
yon den 10 Ratten am Leben zu erhalten, das Auftreten polyneuritischer 
Erscheinungen zu verhiiten und gréBere Gewichtsabfiille als 2 g im Verlauf 
der 35 tiigigen Fiitterung zu vermeiden. Die niedrigste Dosis, die diesen 
Anforderungen geniigt, ist die gesuchte Grenzdosis. 


Der Vorversuch zeigte, daB die Biertrockenhefe mit 7,5 mg 
Zulage je Tag und Tier die Versuchsbedingungen erfiillte. Eine 
Zulage von 5 mg geniigte dazu nicht und 10 mg waren ebenfalls 
ausreichend, 

Zur Beantwortung unserer Frage wurde jede Gruppe von 
30 Ratten in 3 Untergruppen (a, b, c) zu je 10 Tieren geteilt. Die 
Untergruppe a erhielt als tigliche Zugabe 5 mg, die Untergruppe b 
7,5 mg, die Untergruppe c 10 mg der ausgewerteten Trockenhefe. 
Die Versuchsratten wurden 2mal woéchentlich gewogen und der 
Versuchsverlauf kurvenmiaBig in iiblicher Weise dargestellt. 

Um einen Einblick in den Verlauf eines solchen Versuches 
zu geben, begniigen wir uns aus Raumersparnisgriinden mit der 
Wiedergabe des Versuchsverlaufs der Gruppe III, bei der 2000 
biologische Einheiten Vitamin A je Tier und Tag gegeben wurden. 
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Arthur Scheunert und Svreenivasa Rau, 


Besprechung der Ergebnisse. 
Das Gesamtergebnis ist in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt worden. 




















Tagesdosis je Ratte Ungentigend 
Vo Bier- Ge- | Gew.-| & Bw 
Gruppe oes der Abn.| & | &S 
Biol. | Tr.-Hefe niigend g Bes | tot 
free Ratten mehr | a 
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Es haben nach den Auswertungsergebnissen in der Gruppe | 
mit 5 biologischen Einheiten Vitamin A 10 mg der Trockenhefe 
geniigt, um den Vitamin B,-Bedarf der Ratten zu decken, bei 
den beiden anderen Gruppen mit 200 bzw. 2000 biologischen 
Hinheiten Vitamin A-Zugabe 7,5 mg. Bei der friiheren Auswertung 
waren ebenfalls, wie erwihnt, 7,5 mg dieser Trockenhefe als Grenz- 
dosis gefunden worden. Wir méchten also annehmen, daB diese 
Dosis richtig ist, und da8 das Versagen der Gruppe I eher einem 
Zufall und der der biologischen Methodik immerhin anhaftenden 
Unsicherheit als einem vermehrten Vitamin B,-Bedarf dieser 
Gruppe zuzuschreiben ist. Dazu kommt, da die Zufuhr von 
5 biologischen Einheiten Vitamin A in der Gruppe I nicht 
wesentlich unter der Vitamin A-Zufuhr bei der iiblichen vitamin-B,- 
freien Versuchskost liegt. Hatte aber die vermehrte Vitamin A- 
Zufuhr wirklich eine Herabsetzung des Bedarfes an Vitamin B, 
bedingt, so wirde man wohl einen Unterschied zwischen den 
Gruppen IT und III erwarten miissen. Vor allem sind auch die 
Unterschiede im Vitamin B,-Gehalt zwischen 7,5 und 10 mg 
Trockenhefe so minimal, daB sie nicht im entferntesten mit den 
gewaltigen Unterschieden in der Vitamin A-Zufuhr verglichen 
werden kénnen. Das wird besonders deutlich, wenn man die 
Vitamin B,-Wirkung der Trockennefe in internationalen Kinheiten 
ausdriickt. Priift man dazu das internationale Standardpriaparat 
fir Vitamin B, nach unserer obigen Versuchsvorschrift, so findet 
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man, daB 0,6 internationale Einheiten die Versuchsbedingungen 
erfillen, Es wiirden danach unter Beriicksichtigung des Ergeb- 
nisses der Voruntersuchung der Trockenhefe 7,5 mg 0,6 inter- 
nationalen Einheiten und somit 10 mg 0,8 internationalen Hin- 
heiten entsprechen. Das wiirde aber, auf unser Versuchsergebnis 
iibertragen, bedeuten, daB der Vitamin B,-Bedarf der Ratten bei 
5 biologischen Einheiten Vitamin A-Zugabe 0,8 internationale 
Kinheiten Vitamin B,, bei Zugabe von 200 und 2000 biologischen 
Einheiten Vitamin A 0,6 internationale Einheiten Vitamin B, 
betrigt. Wir kommen also zu dem SchluB, daB verschiedene 
Vitamin A-Mengen zwischen 5 und 2000 biologischen 
Einheiten einen HinfluB auf den Vitamin B,-Bedarf 
junger wachsender Ratten nicht ausiiben. Von einem 
sogenannten Synergismus zwischen diesen beiden Vita- 
minen vermégen wir also nichts zu erkennen. 

Erginzend ist hierzu noch darauf aufmerksam zu machen, 
daB auch die Vitamin D-Zufuhr mit der Steigerung der Vitamin A- 
Dosen erhéht worden ist. Danach kénnen auch Hinfliisse des 
Vitamins D auf den Vitamin B,-Bedarf nicht als wahrscheinlich 
bezeichnet werden. 


Zusammenfassung. 
In Gruppenversuchen an jungen wachsenden Ratten wurde 
gezeigt, daB verschieden hohe Vitamin A-Zulagen, die auch etwas 
Vitamin D enthielten, keinen EinfluB auf den Vitamin B,-Bedarf 


austiben. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft), die die Durchfiihrung der 
Untersuchung ermdglichte, danken wir fiir ihre Unterstiitzung. 
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Vitamin C-Bildung im Rattenorganismus 
bei verschiedenen Ern&hrungsmangeln. 
Von 


Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 





(Aus dem Veterinir-physiologischen Institut der Universitit Leipzig.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1937.) 








Gelegentlich von Untersuchungen iiber die Beziehungen des 
Methylnornarkotins zum Vitamin C"*) ergab sich aus einigen 
Beobachtungen bei Tierversuchen fiir uns die Frage nach den 
Muttersubstanzen fiir die Bildung des Vitamins © im Ratten- 
organismus. Wir legten uns dabei die weitere Frage vor, ob 
diese Bildung yon der Anwesenheit der anderen Vitamine in 
der Kost abhingig oder ob vielleicht dieser oder jener Haupt- 
naihrstoff eine Voraussetzung fir die Bildungsméglichkeit sei. Im 
Jahre 1933 begannen wir zu diesem Zwecke umfangreiche Tier- 
versuche. Hierbei wurden Serien von Ratten mit verschiedenen 
Kostsatzen lingere Zeit ernihrt, die Tiere darauf getétet und 
im Meerschweinchenversuch gepriift, ob in den Lebern dieser 
Ratten Vitamin C enthalten war. Dies konnte, wie die spiter 
geschilderten methodischen Schwierigkeiten deutlich machen werden, 
nur eine qualitative Priifung sein. Da inzwischen die Titrations- 
methodik fiir Vitamin C allmihlich an Sicherheit gewann, wurde 
in Aussicht genommen, diese Versuche mit Hilfe der Titration 
noch quantitativ zu gestalten. Deshalb unterblicb auch damals 
die Veréffentlichung unserer Ergebnisse. Die Titrationsversuche 
muBten aber aus duBeren Griinden zuriickgestellt werden. In- 
zwischen ist nun eine ganze Reihe von Autoren mit ahnlichen 
Fragestellungen hervorgetreten, wobei sie sich vorwiegend der 
Titrationsmethodik bedienen. Im Hinblick auf das allgemeine 
Interesse, das zur Zeit fiir die Vitamin C-Bildung im tierischen 
Organismus besteht, ist es geboten, nunmehr nicht linger mit 
der Veréffentlichung jener friheren Ergebnisse zu zégern. Da 
es sich dabei nur um Tierversuche handelt und diese zum Teil 
mit bisher noch nicht von anderer Seite gepriiften Kostsitzen 
durchgefiihrt worden sind, glauben wir, daB ihre Ergebnisse eine 





1) J. Briiggemann, Diese Z. 211, 231 (1932). 
2) J. Reschke, Diese 7. 215, 164 (1933). 
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willkommene Erginzung und Bestatigung der schon veréffentlichten 
Verstche anderer Autoren sein werden. 


Aus der Literatur ist folgendes bekannt: Randoin, Giroud und 
Leblond') verglichen den Vitamin C-Gehalt der Lebern, Nieren, Hoden 
und Nebennieren von Ratten bei vitamin-A-freier und vitamin-A-haltiger 
Nahrung mit der Titrationsmethode und konnten keinen nennenswerten 
Einflu8 der Anwesenheit oder Abwesenheit von Vitamin A feststellen. Bei 
Vitamin B-Avitaminose stellte Mélka*) eine Abnahme der Ascorbinsiure 
in der Leber und in etwas geringerem Mae in der Ileumwand und den 
Hoden fest, die Nebennieren zeigten keine Abnahme (Methylenblautitration). 
Auch Svirbely*’) gibt an, daB normale Werte fiir den Vitamin C-Gehalt 
der Rattenorgane nur bei ausreichender Vitamin B-Zufuhr erhalten werden 
kénnen. DaB vitamin-C-freie Ernaihrung der Ratten das Vorkommen des 
Vitamins C in den Organen dieser Tiere nicht beeinfluBt, ist schon seit den 
ersten Versuchen iiber diese Frage bekannt‘*). Harris und Ray‘) be- 
stitigten dies erneut, ebenso Svirbely®), Mosonyi’), weiter Suden und 
Alley®) bei Fiitterung iiber drei Generationen, ferner Kalnins®*) (Meer- 
schweinchenversuch!), schlieBlich Giroud und Mitarbeiter’), Bei véllig 
vitaminfreier Kost wird ebenfalls Vitamin C gebildet [Mosonyi’)], des- 
gleichen auch im Hungerzustand (Lang und Schéda"). 

Von anderen Ernihrungseinfliissen priiften Hopkins und Mitarbeiter **) 
die Wirkung der Kohlenhydrate. Bei kohlenhydratfreier Kost wurde ein 
starker Abfall des Vitamin C-Gehaltes der Leber, aber ein Ansteigen der 
Werte in den Eingeweiden beobachtet. Bei kohlenhydratreicher Kost war 
hingegen der Vitamin C-Gehalt der Leber sehr betriichtlich und héher als 
in den Eingeweiden. Zilva'*) priifte mit der Titrationsmethode neben einer 
Normaldiit eine reine Kohlenhydratdiit, ferner eine Eiwei8-Fett-Diat und 
eine reine Fettdiit und fand in allen Fillen Vitamin C-Bildung, iiber deren 
Orte und Verlauf er zu etwas anderen Schliissen als Hopkins") kommt. 
Auch Svirbely*) ist der Ansicht, daB die Ratte bei jeglicher Diat zur 
Ascorbinsiuresynthese befihigt sei. 


1 L. Randoin, A. Giroud u. C.-P. Leblond, C. r. Soc. Biol. 120, 
1082 (1985). 2) J. Mélka, Pfliigers Arch. 238, 74 (1936). 

%) J. L. Svirbely, Amer. J. Physiol. 116, 446 (1986). 

4) Lit. bei A. Scheunert im Hdb. d. Lebensmittel-Chemie, heraus- 
gegeben von A. Bimer, A. Juckenack u. J. Tillmans, Bd.1, S. 938, 
Berlin, Julius Springer 1933. 

5» L. J. Harris u. 8. N. Ray, Biochemic. J. 27, 303 (1933). 

*) J. L. Svirbely, Biochemic. J. 27, 960 (1933). 

7) J. Mosonyi, Diese Z. 280, 240 (1934). 

‘*) C. T.Suden u. 0. E. Alley, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 32, 753 (1935). 

*) V. Kalnins, Upsala Lik. for. Férh., 41, 355 (1935). 

1 A.Giroud, C.-P.Leblond, R.Ratsimamanga, R.Chuc u. 
M. Rabinowicz, J. Physiol. et Path. gén. 34, 437 (1936). 

1) §. Lang u. A. Schéda, Biochem. Z. 271, 180 (1934). 

2) F. G. Hopkins, B. R. Slater u. G. A. Millikan, Biochemie. J. 29, 
2803 (1985). 

18) §. 8. Zilva, Biochemic. J. 30, 857 (1936). 
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Unsere eigenen Untersuchungen griindeten sich, wie noch- 
mals hervorgehoben sei, lediglich auf den Tierversuch. Babe 
ergab sich folgendes: 

1. Ratten, mit der synthetischen Vitaminkost gefuttert, 
die Vitamin B in Gestalt von Trockenhefe und die Vitamine A 
und D in Form von Lebertran, aber kein Vitamin C enthielt, 
vermochten Vitamin C zu bilden. Die Lebern solcher 483—50 Tage 
mit der- genannten Kost gefiitterten Ratten schiitzten Meer- 
schweinchen vor Skorbut. 

2. Ratten, die mit synthetischer Kost 20—35 Tage vitamin-A- 
frei bis zur Entwicklung der ersten Mangelerscheinungen, dann 
weiter 8—25 Tage vitamin-A--+ B-frei erna’hrt wurden und 
mit dieser Kost auch kein Vitamin C erhielten, vermochten 
dieses Vitamin ebenfalls zu synthetisieren. Ihre Lebern schiitzten 
Meerschweinchen vor Skorbut. 

3. Auch die Lebern von Ratten, die zunichst 55—114 Tage 
auf der vom Lister-Institut angegebenen vitamin-C-freien 
Diat gehalten und anschlieBend daran mit synthetischer Kost 
iiber 15—39 Tage vitamin-A- + -B-+ -C-+-D-frei ernihrt 
wurden, schiitzten Meerschweinchen vor Vitamin C-Mangel. 

Aus dieser dritten Versuchsreihe kann entnommen werden, 
daB die Anwesenheit oder Abwesenheit der Vitamine A, 
B, C und D die Bildung von Vitamin C im Rattenorga- 
nismus nicht beeinfluBt. Wir gingen deshalb zu anderen 
Diaten iiber, die Mingel an den Hauptnahrstoffen aufwiesen. 

4. Kohlenhydratfreie Kost ohne die Vitamine B und C 
wurde fir 283—86 Tage an Ratten verfiittert. Die Lebern. dieser 
Tiere schiitzten Meerschweinchen vor Skorbut. 

5. Bei reiner Fettkost, die die Vitamine B und C nicht 
enthielt und 25—35 Tage an Ratten gefiittert wurde, fand eben- 
falls Vitamin C-Bildung statt. 

6. Da im Hinblick auf die nahen Beziehungen der Ascorbin- 
siure zu den Kohlenhydraten die Méglichkeit bestand, daB vielleicht 
diese selbst oder ihnen nahestehende Abbauprodukte sowie andere 
zur Glykogensynthese in der Leber geeignete Verbindungen eine 
Rolle bei der Ascorbinsiurebildung spielen kénnten, wurde eine 
reine Fettsaurekost gewahlt. Diese enthielt also weder KiweiB, 
noch Kohlenhydrat, noch Glycerin, noch Vitamine, sondern nur 
Fettsiuren und Salzgemisch. Die Ratten hielten bei Fiitterung 
mit dieser Kost bis zu 21 Tagen aus. Ihre Lebern vermochten 
ebenfalls Meerschweinchen vor Skorbut zu schiitzen. 
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Zur Sicherung der Ergebnisse wurden noch sowohl bei den 
Ratten als auch bei den Meerschweinchen die Nebennieren 
mit Silbernitrat auf Anwesenheit von Ascorbinsiure gepriift. 
Die Probe war bei samtlichen 1973 Ratten positiv. Auch die 
Nebennieren der Meerschweinchen zeigten zwar in den meisten 
Fallen positive Reaktion, bei einigen fiel die Probe jedoch negativ 
aus. Dem ist aber keine Bedeutung beizumessen, da nach viel- 
faltigen Erfahrungen unseres Laboratoriums bei geringer, aber 
zum Skorbutschutz noch ausreichender Vitamin-C-Zufuhr diese 
Reaktion in den Nebennieren ausbleiben kann. 

Auf Grund der vorstehenden Versuchsergebnisse ist zu 
schlieBen, daB die Ascorbinsiuresynthese in der Tat ein 
dem Stoffwechsel der Ratte eigener und somit nor- 
maler Vorgang im Rattenorganismus ist, der regel- 
maBig und unabhingig von irgendwelchen Bestandteilen 
der Kost und vor allem auch von der Anwesenheit oder 
Abwesenheit anderer Vitamine in der Nahrung verliuft. 
Offensichtlich stehen dem Rattenorganismus stets geniigend Stoffe 
aus seinem Bestand zur Verfiigung, um die Synthese durch- 
fihren zu kénnen. Da ein groBer Teil der verschiedenartig vor- 
gefiitterten Ratten sich bei der Tétung in moribundem Zustand 


befand, ist weiter zu schlieBen, daB die Ascorbinséuresynthese 


bis zum Tode vor sich geht. Hierfiir sprechen auch die Be- 
funde an vielen Hunderten von Ratten, die an Vitaminmingeln 
zugrunde gegangen waren, deren Nebennieren aber doch mit 
Silbernitrat positiv reagierten. 


Experimenteller Teil. 


Da die Meerschweinchenversuche zum Nachweis des Vitamins C sich 
stets iiber eine gréBere Anzahl von Tagen erstrecken, muBten die durch 
besondere Kostformen vorbereiteten Versuchsratten etappenweise so an- 
gesetzt werden, da8 unter Beriicksichtigung geniigend langer Vorfiitterung 
tiiglich eine ausreichende Lebermenge zur Verfiigung stand, um den Meer- 
schweinchenversuch ordnungsgem&8 durchfiihren zu kénnen, Die Ratten 
wurden auf den Mangeldiiten stets so lange gehalten, bis sie deutliche 
Mangelerscheinungen zeigten, dann wurden sie mit Ather getitet, die 
Nebennieren mit der Silbernitratmethode') auf Ascorbinsiure geprift, die 
Lebern entnommen und durch ein feines Haarsieb gegeben. Der Leberbrei 
wurde in eine Rekordspritze aufgezogen, alsdann an die Rekordspritze ein 
elastischer Katheter angesetzt und durch Eindriicken des Stempels mit dem 


= 1) A. Scheunert u, M. Schieblich, im Hdb. d. Lebensmittel-Chemie, 
hrsg. v. A. Bémer, A. Juckenack u. J. Tillmans, Berlin, Julius Springer 
1935, Bd. II/2, 8. 1542 u. 1554. 
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Brei gefillt. Der Katheter wurde dann als Schlundsonde bis in den Magen 
eingefibrt und nunmebr 5 ccm Leberbrei aus der Rekordspritze eingegeben. 
Die Meerschweinchen befanden sich in Einzelkifigen und wurden auf der 
von uns etwas modifizierten vitamin-C-freien Diit des Lister-Instituts ge. 
halten'). Sie bekamen dazu autoklaviertes Heu, das sich fiir die Er. 
haltung normaler Verdauungstitigkeit der Meerschweinchen unter diesen 
Fiitterungsverhiltnissen als unentbehrlich erwies. Als Getriink stand den 
Tieren autoklavierte Milch zur Verfiigung. 

1. Vitaminfreie Kost unter Zugabe der Vitamine A, B und D, 
ohne Vitamin C. Zusammensetzung: Casein 18°/,, Maispuderstiirke 
57°/,, Palmin 7°/,, Salzgemisch nach McCollum und Davis 5°,, Trocken- 
hefe 5°/,, Lebertran 8°/,. 317 jumge wachsende Ratten, Ansatzgewicht 45 
bis 50 g. Dauer der Vorfiitterung 48—50 Tage. Diese Zeit wurde fiir aus- 
reichend gehalten, um sich die Tiere auf diese Ernihrung voll einstellen 
zu lassen. Meerschweinchenversuch: 4 Tiere. Ein Meerschweinchen, 
Nr. 2114, wurde 64 Tage, 3 Meerschweinchen, Nr. 2104, 2105 und 2106, 
je 78 Tage neben der vitamin-C-freien Kost mit je 5 cem Leberbrei tiaglich 
versehen. Dann erfolgte Tétung durch Chloroform. Zerlegungsbefund: 
siimtliche Meerschweinchen skorbutfrei. Réntgenaufnahme des Rippen- 
stiickes nach Géthlin*) ohne Skorbutbefund. Silbernitratprobe der 
Nebennieren: bei allen Tieren schwach positiv. 

2. Vitamin-A- + -B- + -C- + -D-freieFiitterung. 569 junge wachsende 
Ratten, Ansatzgewicht 45—50 g. Da die Erscheinungen des Vitamin A-Maagels 
infolge der Reserven, die die Tiere aus der Séiugezeit mitbringen, erst nach 
etwas lingerer Vorfiitterung zur Entwicklung gelangen, wurden die Ratten 
zunichst durch vitamin-A-freie Fiitterung an Vitamin A verarmt. Die 
Fiitterung war auch vitamin-C-frei. Zusammensetzung der Nahrung 
wie Kost 1 ohne‘ Lebertran, jedoch unter Zugabe von Vitamin D in Gestalt 
von Vigantol. Nach 20—35 Tagen traten die ersten Erscheinungen des 
Vitamin A-Mangels, Gewichtsriickgang und meist auch Keratomalacie, auf. 
Danach wurde die Fiitterung umgestellt und aus dem Gemisch die Hefe, 
sowie die Vitamin D-Zugabe fortgelassen. Die Ratten verarmen sehr rasch 
an Vitamin B, so daB schon nach 8—25tagiger Weiterfiitterung der Zu- 
stand der Tiere bedenklich wurde. Die Tétung der Ratten erfolgte durch 
Ather. Die Nebennierenprobe mit Silbernitrat war positiv. 5 Meer- 
schweinchen erhielten tiglich 5 cem Leberbrei, und zwar Nr. 2100 
61 Tage lang, Nr. 2107 82 Tage lang, Nr. 2108 79 Tage lang und Nr. 2112 
und 21138 je 68 Tage lang. Tétung mit Chloroform. Zerlegungsbefund: 
ohne jede Skorbuterscheinung. Réntgenaufnahme des Rippenstiickes 
nach Géthlin ohne Skorbutbefund. Silbernitratprobe der Neben- 
nieren schwach positiv. 

7 8. Zunichst vitamin-C-freie Fiitterung (Listerkost), dann vitamin-A- 
+ -B- + -C- + -D-frei. 311 junge wachsende Ratten, Ansatzgewicht 45—50 g. 
Vorfiitterung der Ratten mit Listerfutter 55—114 Tage. Es wurde an- 
genommen, daB im Falle einer Bedeutung des Vitamins C fiir die Ratte 
diese Zeit vitamin-C-freier, sonst aber normaler Vorfiitterung ausreichend 


1) Vgl. FuBnote *) S. 275. 8. 1529. 
*) G.F.Géthlin, Antiscorbutic potency of vegetable products. Acta 


med. scand. (Stockh.) Suppl. 53 (1983). 
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sein muBte, um eventuelle Vorriite der Ratten an diesem Vitamin zu er- 
schépfen. Alsdann erfolgte voéllig vitaminfreie Fiitterung mit synthetischer 
Kost, Zusammensetzung wie unter 1 ohne Hefe und Lebertran. Nach 
15—89 Tagen traten ausgesprochene Mangelerscheinungen ein, so dab die 
Tiere sich teilweise in moribundem Zustande befanden. Tétung durch 


| Ather. Nebennierenreaktion mit Silbernitrat positiv. Meersch wein- 


chenversuch: 4 Tiere, Nr. 2115—2118, die tiglich 5 cem Leberbrei be- 
kamen und itber 67 Tage gehalten wurden. Tétung durch Chloroform. 
Zerlegungsbefund: skorbutfrei. Réntgenaufnahme des Rippen- 
stiickes ohne Anzeichen von Skorbut. Silbernitratprobe der Neben- 
nieren: schwach positiv. 

4. Kohlenhydratfreie Kost, ohne die Vitamine B und C. 327 Ratten, 
Ansatzgewicht 80—100g. Es wurden schwerere Tiere gewihlt, um die 
kohlenhydratfreie Fiitterung lingere Zeit ausdehnen zu kénnen. Die Ratten 
wurden zwecks Vermeidung der Aufnahme irgendwelcher organischer Sub- 
stanzen aus der Bettung des Kiifigs auf Sand gehalten. Zusammen- 
setzung der Kost: Casein 45°/,, Palmin 45°/,, Lebertran 5°/,, Salz- 
gemisch 5°/,. Die Ratten vertrugen die Fiitterung 23—386, die meisten 
Tiere tiber 40 Tage. Sobald die Ratten hinfillig wurden, erfolgte Tétung 
durch Ather. Nebennierenreaktion mit Silbernitrat positiv. Meer- 
schweinchenversuch: 8 Tiere, die je 5 ccm Leberbrei erhielten. Dauer 
der Fiitterung: Nr. 2122 und 2123 je 72 Tage, Nr. 2124 42 Tage. Letzteres 
verendete an einer herdférmigen Pneumonie. Bei diesem ‘lier und dea 
beiden andcren ergab der Zerlegungsbefund Skorbutfreiheit. Rintgen- 
aufnahme des Rippenstiickes ohne Skorbutanzeichen. Silbernitrat- 
probe der Nebennieren bei Nr. 2122 und 2123 negativ, bei Nr. 2124 schwach 
positiv. 

5. Fettdiat ohne die Vitamine B und C. 211 Ratten, Ansatz- 
gewicht 100—150 g, Haltung auf Sand. Zusammensetzung der Kost: 
98 °/, Schweinefett, 2°/, Lebertran. Die Tiere hielten die Fettdiat 25—35 Tage 
aus. Tétung mit Ather. Silbernitratprobe der Nebennieren positiv. 
Meerschweinchenversuch: 2 Tiere, Versuchsdauer bei Nr. 2133 59 Tage, 
bei Nr. 2134 60 Tage. Zerlegungsbefund: vdllig skorbutfrei. Réntgen- 
aufnahme des Rippenstiickes: kein Skorbut. Silbernitratprobe der 
Nebennieren: schwach positiv. 

6. Fettséurediat ohne Vitamine. 238 Ratten, Ansatzgewicht 100—150 g, 
Haltung auf Sand. Es muBten auch hier widerstandsfihigere, gréBere Tiere 
gewihit werden. Zusammensetzung des Futtergemisches: Stearin- 
siure 20g, Palmitinsiure 20g, Olsiure 60 g, Salzgemisch 5 g. Einige 
wenige Tiere zeigten schon nach 6—9 Tagen Mangelerscheinungen, die 
meisten erst nach 11—21 Tagen. Tétung durch Ather. Silbernitrat- 
probe der Nebennieren positiv. Meerschweinchenversuch: 3 Tiere, 
tiglich 5 cem Leberbrei, Dauer des Versuchs bei Nr. 2131 61 Tage, bei 
Nr..2182 27 Tage (Tod durch Gastroenteritis), Nr. 2135 60 Tage. Zer- 
legungsbefund: kein Skorbut. Réntgenaufnahme des_ Rippen- 
stiickes ohne Skorbutbefund. Silbernitratprobe der Nebennieren bei 
Nr. 2131 und 2182 negati ei Nr. 2185 schwach positiv. 

Negative Kontrol.en, die immer wieder von neuem angesetzt 
wurden, starben innerhalb von 80—35 Tagen an Skorbut. 
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Zur Adsorption von Aminosauren und 
anderen stickstoffhaltigen Substanzen aus waBrigen Extrakten. 
Von 


Heinrich Fachs. 





(Aus dem Physiol.-chem. Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25, Februas 1937.) 








Nachdem sich hatte feststellen lassen’), dab bei Anwendung 
geniigender Mengen Adsorbens in 5°/, iger Schwefelsiure eine 
ahnlich weitgehende Abscheidung von stickstoffhaltigen Substanzen 
erfolgt wie mit Phosphorwolframsaéure, wurde versucht, ob man 
bei der Anwendung dieses Verfahrens auf Gemenge, wie sie in 
tierischen Extrakten vorliegen, in der Tat zu reinen Substanzen 
kommen kann. 

1. 1000 g Serumalbumin lieferten nach langwieriger peptischer 
und tryptischer Verdauung bei Adsorption mit 250 g Lloyds 
Reagens*) und anschlieBender Elution mit Barytwasser nach Be- 
seitigung des Baryts 3,75 g reines Argininflavianat (ber. N 17,22, 
gef. N 17,01). Aus dem Filtrat des Flavianates wurde ohne An- 
wendung des Silber—Barytverfahrens 1,83 g Lysinpikrat gewonnen, 
welches nach zweimaligem Umkrystallisieren rein war (ber. N 18,70, 
gef. N 18,93). 

2. 200 g eines Extraktes von Crango vulgaris (8,2 g Gesamt- 
stickstoff) lieferten nach Adsorption durch 100 g Frankonit-KL’) 
bei Barytelution eine Fliissigkeit, die noch in bekannter Weise 
mit Gerbsiure gereinigt werden muBte. Dann gelang direkt die 
Gewinnung von 0,9 g Argininflavianat, das nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren rein war (ber. N 17,22, gef. N 17,06). Aus 
dem Filtrat der Flaviansiure wurden 2 g Chloraurat des Glyko- 
kollbetains isoliert, das als Chlorid zur Analyse kam (ber. N 9,12, 
gef. N 9,68, Schmelzp. 230°). 

Um zu entscheiden, ob sich derartige Adsorbentien ahnlich 
gut zur ‘l'rennung der Monoaminosiuren von den basischen Amino- 
siuren eignen, wie die Phosphorwolframsiure, wurden noch einige 
quantitative Adsorptionsversuche durchgefihrt, 

Es wurde jedesmal eine m/100-Lésung in 5 gewichtsprozentiger 
Schwefelsiure verwandt und 10 ccm mit 3 g Adsorbens stets gleich 
lange griindlich geschiittelt, dann auf der Porzellannutsche scharf 
abgesaugt. Der Stickstoffgehalt des Filtrates ergab den nicht- 
adsorbierten Anteil. Tab. 1 zeigt, daB auch die unter denselben 
Verhiltnissen mit Phosphorwolframsiure nicht fillbaren Sub- 
stanzen, nimlich die Monoaminosauren, doch weit iiber 50°/, vom 
Frankonit KL festgehalten werden. Fiir die ausgesprochen basischen 
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Kérper ist die Adsorption, wie zu erwarten, noch besser und nicht 
wesentlich verschieden von der durch Lloyds Reagens. 


I. Adsorption mit ,,sauren*“*‘ Adsorbentien. 














SEY Frankonit Lloyds Phosphorwolfram- 
Ausbeuten in °/, mit: KL Re vi ne p00 gibt 

Kreatininchlorid. ... . 98,51 95,84 Fallung 
MOE Ga es 98,32 98,26 @ 
Glykocyamin ...... 96,34 98,01 keine Fillung 
Histidinmonochlorid . . . 96,66 93,50 Fallung 
Ornithindichlorid 95,01 94,76 
Cholinchlorid ...... 94,62 98,85 a 
MN eh orle seek 93,51 keine Fiallung 
I i woe ye 8 es 84,51 ‘s 9 
NS se 8 80,92 99 » 
WE ae 17,53 a fe 
ee 17,44 rs ‘i 
Glutaminsiiure. ..... 76,51 “ ‘i 
Cysteinchlorid. ..... 74,10 a . 
Asparaginsiure ..... 71,58 ‘9 ‘9 
oe 67,80 72,16 e 
Glykosaminchlorid. . . . 65,53 re 











In Tab. 2 wird angegeben, wieviel Prozent des adsorbierten 
Stickstofis in einzelnen Fallen durch griindliches Schiitteln mit 
Barytwasser eluiert werden kann, wobei sich zeigt, daB bei diesem 
Verfahren wechselnde Mengen verloren gehen. 


II. Elution aus , 


uren** Adsorbentien mit gesattigter Barytlostng. 














Ausbeuten in °/, mit: | Frankonit KL | Lloyds Reagens 
Kreatininchlorid. ... . 86,80 81,80 
MO ete 8 78,00 82,65 
Glykocyamin ...... 92,23 88,39 
Histidinchlorid .... . 78,38 81,78 





Beim Arbeiten mit ,,neutralen“ Adsorbentien wird etwas 
weniger adsorbiert (Tab. 3), als bei Einhaltung saurer Reaktion. 


Ill. Adsorption mit ,,neutralen** Adsorbentien. 


























Fullererde ae J Fullererde 
Ausbeuten in °/, mit: | Frinkel und acmaneg Bleicherde Riedel und 
Landau XXF"“) Merck de Haen 
Argininmonochlorid. . 84,61 77,79 86,01 82,51 
Glykokoll ...... 56,09 50,04 43,11 49,35 
Schrifttum. 1. D. Ackermann u. H. Fuchs, Diese Z. 240, 198 


(1986). — 2. Firma Eli Lilly, Indianopolis, U.S.A. — 8. Pfirschinger Mineral- 


werk, Kitzingen am Main. — 4. Hermann Bensmann, Bremen. 









































































Von 


Gunnar Agren. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Februar 1937.) 


Fir die Darstellung von trypsinfreier Aminopolypeptidase wurde 
eine Methode benutzt, die sich auf Untersuchungen von Linder- 
strem-Lang, Holter und Seeborg Ohlsen griindet?) 


Methodik. 


Die Schleimhaut des Pylorus und Duodenums von Schweinen 
wurde nach dem von Holter und Linderstrem-Lang an- 
gegebenen Verfahren herausgenommen und aufbewahrt?). Zwecks 
Extraktion wurde das Material fein zerkleinert und wahrend 
20 Stunden bei 0° mit 30°/,igem Glycerin behandelt. 


Substrate: Dipeptidasebestimmung, 0,2mol. Alanyl-Glycin in 0,0346n-NaOH. 
Aminopolypeptidasebestimmung, 0,2 mol. Alanyl-Glycyl-Glycin 
in 0,03846 n-NaOH. Trypsin, 4°/, Caseinlésung in. Medinal- 
Puffer, py = 7,9. 


Die Enzymwirkung wurde mit Hilfe der im hiesigen Labora- 
torium iiblichen Mikromethodik bestimmt’). Die Spaltung von 
Dipeptidase und Aminopolypeptidase wurde durch Titration mit 
n/20-alkoholischer Salzsiure in Aceton unter Anwendung von 
Naphthylrot als Indicator gemessen‘). Die Trypsinaktivitat wurde 
nach einem auch von Linderstrem-Lang und Duspiva’) an- 
gewendeten Prinzip mit Casein als Substrat bestimmt. 


Ergebnisse. 

Es zeigte sich, dab die Extrakte von Pylorus und Duodenum 
Aminopolypeptidase fast in der gleichen Konzentration enthielten. 
Die Ausziige aus Pylorusschleimhaut erwiesen sich in wieder- 
holten Versuchen als frei von Trypsin. 


Notiz tiber die Darstellung trypsinfreier Aminopolypeptidase, 
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Tabelle 1. 


Enzymaktivitét per cmm Glycerinextrakt 
aus Pylorus- und Duodenalschleimhaut. 
Die Werte geben die Spaltung in cmm n/20-HCI an. 


























Verdauungszeit 

Pylorus Duodenum in Min. bei 40° 
Polypeptidase ae a 6,90 8,59 20 
Dipeptidase ..... 15,60 14,37 20 
SEN da ols be 0 1,62 100 


Die Enzymaktivitét wurde auch auf 0,1 mg Pylorusschleim- 
haut umgerechnet. In Kubikmillimeter n/20-HCl ausgedriickt, be- 
trug die Wirkung in 20 Minuten bei 40° fiir Aminopolypeptidase 
3,18, fir Dipeptidase 8,27. Bei direkter Verdauung mit Gewebs- 
schnitten wurden Ergebnisse von der gleichen GréSenordnung 
erhalten. 


Auf den Stickstoffgehalt des Extraktes bezogen, betrug die 
Polypeptidasewirkung per wg N in Pylorus-Extrakt 3,01 cmm 
n/20-HCl, in Duodenalextrakt 2,67 cmm. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung trypsinfreier Amino- 
polypeptidase scheint die Pylorus-Schleimhaut also gewisse Vor- 
teile zu bieten. Auch die Kathepsinaktivitit der Magenschleimhaut 
wird als ganz unbedeutend angegeben”), 


Es ist kaum wahrscheinlich, daB die Aminopolypeptidase bei 
der Verdauung im Magen eine Rolle spielt. Das Enzym ist sehr 
siureempfindlich, bereits nach 20 Minuten bei p,, 4,2 (in n. Essig- 
siure-Acetat-Pufier) und etwa 20° war die Aktivitét auf 1/,, ver- 
mindert. Die Aktivitit wurde durch Stehenlassen bei p, 5,4 
(n. Essigsiure-Acetat-Puffer) wihrend 60 Minuten nicht verindert. 
Die p,,-Aktivitétskurve zeigte ein Optimum zwischen p, 7 und 8. 


Tabelle 2. 


Adsorption durch Ferrihydroxyd®). 


2 cem 80°/,iger Glycerin-Auszug aus Pylorusschleimhaut mit Essigsiure 

und Acetat-Puffer auf py 5,2 gebracht. Adsorption mit 0,3 cem 6 Jahre altem 

Ferrihydroxyd. Die Wirksamkeit bezieht sich auf cmm Ausgangsliésung. 
Die Werte geben die Spaltung in cmm n/20-HCl an. 








| Dipeptidase | Aminopolypeptidase 








Ausgangslésung. .......-. | 8,79 | 8,51 
Adsorptions-Rest-Liésung. . .. . 2,61 
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Das Adsorptions-Verhalten fiir die Dipeptidase und Amino- 
polypeptidase ist in Tab. 2 angegeben. 

In bezug auf p,,-Aktivitats-Optimum und Adsorptions-Verhalten 
zeigten die Aminopolypeptidasen aus Pylorus und Duodenum iiber- 
einstimmende Eigenschaften. 
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Berichtigung 
zur Arbeit ,Heinz Adolf Heinsen, Untersuchungen iiber die 


Tyraminbildung im Organismus des Warmbliiters“. 
Diese Z. 245, 1 (1936). 





Auf §. 2, Zeile 10 von unten muB es statt ,,..... mittels Nieren- 
schnitten ..... te | mittels Nebennierenschnitten ..... “ heiBen. 
Berichtigung 


zur Arbeit ,Hans Fischer u. Hans-Joachim Hofmann, Uber 
die Konstitution des Uro- und Muschelschalen-porphyrins. Nach- 
weis von Uroporphyrin III bei kongenitaler Porphyrie“. 
Diese Z., 246, 15 (1937). 


S. 24 lies statt: Fig. 4. Konchoporphyrin 
Fig. 4. Muschelschalen-porphyrin. 
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